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AAF: Anticuerpos antifosfolípidos. 
ABCA1: Transportador dependiente de la unión de ATP (del inglés ATP-binding 
cassette transporter A1). 
ACA: Anticuerpos anticardiolipina. 
ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
AL: Anticoagulante lúpico. 
Anti-dsDNA: Anticuerpos contra ADN de doble hélice (del inglés anti-double 
stranded DNA). 
APC: Células presentadoras de antígeno (del inglés antigen-presenting cell). 
ApoA-I: Apolipoproteína I. 
AR: Artritis reumatodide. 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero. 
ARP: Proteínas reactivas de la fase aguda (del inglés acute phase reactant proteins). 
AT: Aterosclerosis. 
ATP: Adenosina trifosfato (del inglés adenosine triphosphate). 
BAFF: Factor activador de las células B (del inglés B-Cell activating factor). 
BILAG:  British Isles Lupus Assessment Group Index. 
BLyS: Estimulador de los linfocitos B (del inglés B lymphocyte stimulator). 
CCR2: Receptor de quimioquinas C-C tipo 2 (del inglés C-C chemokine receptor type 
2). 
CETP: Proteína colesterol ester transferasa (del inglés cholesteryl ester tranfer 
protein). 
CoQ10: Coenzima Q10. 
Drp-1: Dynamin-related protein 1. 
ECs: Células endoteliales (del inglés endothelial cells). 
ERK: Quinasa activada por señales extracelulares (del inglés extracellular signal-
regulated Kinase). 
Fis-1: Protein 1 fission.  
Flt1: Receptor 1 del VEGF (del inglés fms-like tyrosine Kinase-1). 
Flt4: Receptor 3 del VEGF (del inglés fms-like tyrosine Kinase-4). 
FPP: Farnesil-pirofosfato. 
G6PD: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (del inglés glucose-6-phosphate 
dehydrogenase). 
GATA3: Proteína de unión a GATA (del inglés GATA-binding protein). 
GGPP: Geranilgeranil-pirofosfato. 
GIMc: Grosor de la íntima media carotídea. 
GPX: Glutatión peroxidasa (del inglés glutathione peroxidase). 
GSH: Glutatión reducido (del inglés reduced glutathione). 
GSSG Red: Glutatión reductasa (del inglés glutathione reductase). 
GTP: Guanosina trifosfatasa. 
H2O2: Peróxido de hidrógeno. 
HDL: Lipoproteínas de alta densidad (del inglés high density lipoprotein). 
HMG-CoQ: 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima A reductasa. 





Hsp60: Proteína de choque térmico 60 (del inglés heat shock protein 60). 
HUVEC: Células endoteliales de vena umbilical humana (del inglés human umbilical 
vein endothelial cell). 
ICAM-1: Molécula de adhesión intracelular-1 (del inglés intracelular adhesion 
molecule-1). 
IFNγ: Interferón gamma. 
IFNα: Interferón alfa. 
IgG: Inmunoglobulina G. 
IgM: Inmunoglobulina M. 
IkBa: Inhibidor del NFκB (del inglés NFκB inhibitor). 
IL-1: Interleuquina 1. 
IL-10: Interleuquina 10. 
IL-17: Interleuquina 17. 
IL-1ß: Interleuquina 1 ß. 
IL-2: Interleuquina 2. 
IL-4: Interleuquina 4. 
IL-6: Interleuquina 6. 
iNOS: Óxido nitricosintasa inducible ( del inglés inducible NOS). 
JNK: Quinasas c-Jun N-terminal (del inglés c-Jun N-terminal kinases). 
KDR/Flk1: Receptor 2 del VEGF (del inglés Kinase-insert domain receptor/Fetal liver 
Kinase). 
Keap1: Kelch-like ECH-associated protein 1. 
LCAT: Colesterol aciltransferasa  (del inglés cholesterol acyltransferase). 
LDGs: Granulocitos de baja densidad (del inglés low-density granulocytes). 
LDLox: Lipoproteínas de baja densidad oxidadas (del inglés low density lipoprotein 
oxidazed). 
LES: Lupus eritematoso sistémico. 
LPO: Lipoperóxidos. 
LPS: Lipopolisacárido (del inglés lipopolysaccharides). 
MAC: Complejo de ataque a la membrana (del inglés membrane attack complex). 
MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos (del inglés mitogen-activated 
protein kinase). 
MCP-1: Proteína 1 quimioatrayente de monocitos (del inglés monocyte 
chemoattracctant protein 1). 
MEK: Quinasa de las MAPK. 
MIF: Factor inhibidor de la migración de macrófagos (del inglés macrophage 
migration inhibitory factor). 
MIP-1B: Proteína inflamatoria de macrófagos 1 B (del inglés macrophage 
infammatory protein 1 B). 
MMPs: Metaloproteinasas (del inglés matrix metalloproteinases). 
MPO: Mieloperoxidasa (del inglés myeloperoxidase). 
NAC: N-acetil-L cisteína. 
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (del inglés nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphatase). 




NETs: Fibras extracelulares de los neutrófilos (del inglés neutrophil extracellular 
traps). 
NFκB: Factor de transcripción κB (del inglés nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells). 
NK: Natural killer. 
NO: Óxido nítrico (del inglés nitric oxide). 
NOS: Óxido nítrico sintasa (del inglés nitric oxide synthase). 
NOX: NADPH oxidasa (del inglés NADPH oxidase). 
NRFs: Nuclear respiratory factor. 
Nrf2: Nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2. 
NRP: Neuropilina. 
O2-•: Radical superóxido.  
OH-: Radical hidroxilo. 
ONOO-: Peroxinitrito.  
Ox-apo-A-I: Apolipoproteinas A-I oxidadas (del inglés oxidizes apolipoptrotein-A-I). 
p38MAPK: p38- proteínas quinasas activadas por mitógenos (del inglés p38- mitogen 
activated protein kinases). 
PAD4: Peptidil- arginina deiminasa tipo 4 (del inglés peptidyl-arginine deiminase type 
4). 
PAI: Inhibidor del activador del plasminógeno (del 
inlglésplasminogenactivatorinhibitor). 
PARs: Receptor activado por proteasas (del inglés protease-activated receptors). 
PCR: Proteína C reactiva. 
PDI: Proteína disulfuro isomersa (del inglés protein disulfide isomerase). 
PGC-1α: Peroxisome proliferation-activated receptor coactivator 1α. 
PIGF: Factor de crecimiento placentario (del inglés placental growth factor). 
piHDL: Lipoproteínas de alta densidad proinflamatorias (del inglés proinflammatory 
high density lipoprotein). 
PON1: Paraoxonasa 1 (del inglés paraoxonase 1). 
Receptor CXC4/ligando CXC12: Receptor de quimioquinas C-X-C tipo 4/ligando C-X-
C-12  (del inglés C-X-C chemokine receptor type 4/chemokine (C-X-C motif) ligand 
12). 
ROCK: Proteína asociada a Rho (del inglés Rho-associated, coiled-coil containing 
protein kinase). 
ROS: Especies reactivas de oxígeno (del inglés reactive oxygen species). 
SAF: Síndrome antifosfolípido. 
SLEDAI: Índice de la actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico (del 
inglés systemic lupus erythemaosus disease activity index). 
SOD: Superóxido dismutasa (del inglés superoxide dismutase). 
sPLA2: Proteína secretora fosfolipasa A2  (del inglés secretory protein phospholipase 
A2). 
ß2GPI: ß2 glicoprtoteína I. 
STAT/JAK: Activador de la transcripción y transductor de la señal/ Kinasa Janus (del 





TAC: Capacidad antioxidante total (del inglés total antioxidant capacity). 
TB: Terapias biológicas. 
T-bet: Factor de transcripción de la caja b (del inglés T-box transcription factor). 
TF: Factor tisular (del inglés tissue Factor) 
TNFα: Factor de necrosis tumoral α (del inglés tumor necrosis factor α) 
tPA: Activador del plasminógeno tisular. 
TXA: Tromboxano A2 (del inglés tromboxane A2). 
VCAM-1: Molécula de adhesión celular vascular-1 (del inglés vascular cell adhesion 
molecule-1). 
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés vascular endothelial 
growth factor). 
VLA4: Integrina a4ß1 (del inglés very late antigen-4). 
VLDL: Lipoproteínas de muy baja densidad (del inglés very low-density lipoprotein). 
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La enfermedad vascular aterotrombótica representa un problema global de 
salud pública de importancia creciente. A pesar de los avances realizados en el 
tratamiento de las manifestaciones clínicas de esta enfermedad (infarto de 
miocardio, accidentes cerebrovasculares, aneurisma aórtico, vasculopatía periférica, 
etc) las recidivas son frecuentes y la morbimortalidad continúa siendo elevada. Un 
aspecto importante en la prevención y tratamiento de la aterotrombosis consiste en 
identificar precozmente a los sujetos con riesgo vascular aumentado, susceptible de 
desarrollar episodios trombóticos. Los nuevos conceptos relacionados con la 
patogenia de la aterotrombosis (AT), donde la inflamación generada por un 
mecanismo inmunológico se considera determinante, han permitido considerar que 
un proceso autoinmune esté involucrado en su inicio y perpetuación (1). 
Las enfermedades autoinmunes más estudiadas en relación con la 
aterotrombosis (AT) son aquellas que presentan una mayor incidencia, como el 
lupus eritematoso sistémico (LES) y el síndrome antifosfolípido (SAF). El análisis de 
los mecanismos que llevan al desarrollo de una AT prematura y/o acelerada en estas 
patologías permite establecer similitudes entre la aterogénesis y los procesos 
inflamatorios crónicos que caracterizan a estas enfermedades. 
Dada la complejidad de estas patologías y la dificultad de hallar una 
estrategia terapéutica efectiva para la prevención de la enfermedad cardiovascular, 
resulta de gran de interés la búsqueda de tratamientos complementarios y/o 
alternativos. 
Diversos estudios in vivo e in vitro indican que las estatinas pueden 
desempeñar un papel sustancial en la prevención de procesos aterotrombóticos 
asociados a enfermedades cardiovasculares y autoinmunes [4],[5,6],[7], debido a sus 
pleiotrópicas funciones sobre la disfunción endotelial, sus propiedades anti-
inflamatorias, sus efectos immunomoduladores, etc. No obstante, aún es necesario 




con estos tratamientos, administrados por separado o en combinación con la terapia 
estándar.  
El coenzima Q10 (CoQ10) es un componente vital de la cadena de transporte 
mitocondrial con un papel crucial en la producción de ATP. A través de este 
mecanismo, proporciona propiedades estabilizadoras a la membrana celular y actúa 
como antioxidante, con efectos celulares protectores. Entre dichos efectos inhibe la 
oxidación de las LDL y de este modo la progresión de la aterosclerosis. Es más, el 
CoQ10 reduce la producción de citoquinas proinflamatorias, así como la viscosidad 
sanguínea, efectos ambos beneficiosos en pacientes con fallo cardiaco y enfermedad 
arterial coronaria. Diferentes estudios han demostrado efectos terapeúticos 
beneficiosos de la suplementación con CoQ10 en diversas condiciones clínicas, con 
especial énfasis en la enfermedad cardiovascular [9], [10], [11], [12,13,14]. No 
obstante, los posibles efectos beneficiosos del tratamiento con CoQ10 en pacientes 
SAF con alto riesgo de aterotrombosis aún no han sido evaluados. 
En base a estas premisas, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido 
el análisis de los mecanismos reguladores del efecto de las estatinas y el coenzima 
Q10 en la prevención de la AT asociada al SAF y al LES. Hemos examinado los 
mecanismos de desarrollo y control de la AT en ambas patologías a través del 
análisis de la disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo, su papel en la regulación 
de la inflamación y la trombosis, los procesos celulares y moleculares involucrados y 
la respuesta a nuevas aproximaciones terapeúticas. 
Los resultados obtenidos sugieren que: 
1) Existe una alteración del estado redox intracelular en leucocitos de 
pacientes SAF (mediado por los autoanticuerpos característicos del síndrome) que 
regula el estado inflamatorio y proaterotrombótico, y se halla directamente asociado 
a la dinámica y el metabolismo mitocondrial. El tratamiento con CoQ10 previene la 




protrombóticos/proinflamatorios, por lo que podría ser considerado un tratamiento 
prometedor utilizado como aditivo a la terapia estándar en pacientes SAF. 
2) La fluvastatina ejerce múltiples efectos clave en la actividad 
monocítica de pacientes SAF, reflejados en la alteración de su perfil proteómico, así 
como de la expresión de proteínas procoagulantes y proinflamatorias. Esta serie de 
eventos contribuyen a reducir el estado protrombótico presente en pacientes SAF. 
La fluvastatina podría por tanto constituir una terapia alternativa con resultados 
prometedores en la prevención de la aterotrombosis en esta condición autoinmune.  
3) Varios mediadores de autoinmunidad, inflamación y disfunción 
endotelial modulan la fisiopatología de la aterotrombosis en pacientes LES. Existe 
asimismo una alteración del estado redox intracelular –con un papel clave de la 
actividad mitocondrial- asociada al efecto de los auto-anticuerpos del LES e 
implicada en el desarrollo de dichos procesos patológicos. El tratamiento in vivo con 
fluvastatina reduce la actividad de la enfermedad, así como su estatus pro-
aterotrombótico, modulando de manera específica el perfil génico de monocitos. 
Por tanto, como en el caso de pacientes SAF, la fluvastatina podría considerarse una 
terapia beneficiosa en la prevención de la patología cardiovascular en pacientes LES.  
Palabras clave: síndrome antifosfolípido, lupus eritematoso sistémico, 


















































Atherothrombosis is a large health care burden worldwide. Despite the 
progress in the treatment of the clinical manifestations of this disease (myocardial 
infarction, stroke, aortic aneurysm, peripheral vascular disease, etc), recurrences are 
frequent and morbidity and mortality are still prevalent. One important aspect in the 
prevention and treatment of atherosclerosis is its early identification in patients with 
occurrence of thrombotic events. Atherosclerosis (AT) is increasingly considered as 
an immune system–mediated process of the vascular system. 
Systemic lupus erythematosus (SLE) and antiphospholipid syndrome (APS) 
are the most studied autoimmune diseases related to atherothrombosis due to its 
high incidence. The analysis of the mechanisms underlying the development of 
premature or accelerated AT in these pathologies allowed us to establish similarities 
between atherogenesis and chronic inflammatory processes characterizing these 
diseases. 
Due to the complexity of these pathologies and the difficulty in finding 
effective therapeutic approaches in the prevention of cardiovascular disease, it is 
highly important to find complementary and/or alternative treatments. 
In vivo and in vitro studies suggested that statins have important effects in 
the prevention of AT associated with cardiovascular and autoimmune disease, 
mediated by its pleiotropic effects related to endothelial dysfunction, anti-
inflammatory properties etc. Nevertheless, the use of statins in the management of 
patients needs to be further delineated in well-designed clinical studies.  
Coenzyme Q (CoQ10 in humans) is a key component of the mitochondrial 
respiratory chain which increases the resistance of low-density lipoproteins to the 
initiation of lipid peroxidation, decreased oxidative stress, enhances antioxidant 
enzyme activity and decreased some pro-inflammatory markers such as interleukins. 





Some studies demonstrated the beneficial effects of CoQ10 
supplementation in cardiovascular disease. However, clinical trials are required to 
evaluate the beneficial effects of CoQ10 addition in the treatment of APS patients. 
 
Taken together, the main objective of this thesis has been the analysis of the 
mechanisms underlying the effect of statins and the coenzyme Q10 in preventing 
the AT associated with APS and SLE. We studied the mechanisms involved in AT 
development in both diseases including the analysis of mitochondrial dysfunction 
and oxidative stress, its role in the regulation of cellular and molecular processes 
involved in inflammation and thrombosis, and the response to new therapeutic 
approaches. 
 
The results suggested that: 
 
1. An alteration of the intracellular redox status occurs in leukocytes from APS 
patients (mediated by specific autoantibodies) that regulates inflammatory 
and pro-atherothrombotic state, and directly related to the dynamics and 
mitochondrial metabolism. CoQ10 treatment ameliorates mitochondrial 
dysfunction and oxidative stress and reduces the expression of 
prothrombotic and proinflammatory markers. Thus, CoQ10 may be 
considered as a safe and beneficial supplement to standard therapies in APS 
patients, particularly in those suffering thrombosis. 
 
2. Fluvastatin has profound and multiple effects in the monocyte activity in APS 
patients which are reflected by changes in the proteomic profile and the 
expression of proinflammatory and procoagulant proteins. These events are 
directly related to the prevention of thrombosis in APS patients contributing 




larger clinical studies are needed to validate the role of statins for the 
treatment of this autoimmune disease. 
 
 
3. Several mediators of autoimmunity, inflammation, and endothelial 
dysfunction orchestrate the pathophysiology of atherothrombosis in SLE.  A 
redox-sensitive pathway in which mitochondrial alterations have a relevant 
role seems to elicit these pathological processes. Fluvastatin has significant 
anti-inflammatory and antioxidant effects on SLE monocytes, which may 
partly explain the beneficial pleiotropic effects of statins on cardiovascular 
disease in the setting of SLE. 
Keywords: antiphospholipid syndrome, systemic lupus erythematosus, 
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1. SÍNDROME ANTIFOSFOLÍPIDO 
 
“Trombosis, aborto, enfermedad cerebral, y el anticoagulante lúpico”. 
Graham R V Hughes; 1983, British Medical Journal. Primera descripción 
del Síndrome Antifosfolípido. 
 
1.1. Definición. 
El Síndrome Antifosfolípido primario (SAF) es un desorden autoinmune 
caracterizado por la asociación de trombosis arteriales y/o venosas y/o una historia 
obstétrica definida por pérdidas fetales o prematuridad y pre-eclampsia en 
presencia de anticuerpos antifosfolípido [1].  
La trombosis es la complicación más severa del SAF. Se trata de la 
trombofilia adquirida más frecuente, responsable del 20% de los accidentes 
cerebrovasculares y del 18% de los infartos de miocardio en menores de 50 
años, aunque los mecanismos que la producen aún se desconocen.  
Los marcadores serológicos de este síndrome son los anticuerpos 
antifosfolípido (AAF), principalmente anticuerpos anticardiolipina (ACA) o 
anticoagulante lúpico (AL) [2], así como anti-protrombina, y factores del 
complemento. Los AAF son una familia heterogénea de anticuerpos dirigidos 
contra fosfolípidos de membrana unidos a proteínas. La más importante de 
estas proteínas es la ß2- glicoproteína-I (β2-GPI),  aunque existen otras dianas 
para los AAF menos frecuentes como la protrombina, activador del 
plasminógeno tisular (tPA), anexina A2, trombina y proteína C. 
La heterogeneidad de esta familia de anticuerpos correlaciona con 
múltiples mecanismos de acción, incluyendo la activación celular (plaquetas, 
células endoteliales y monocitos), inhibición del sistema fibrinolítico, 
activación de la cascada de coagulación y activación del sistema del 




Los AAF se hallan también presentes en el 30-40% de los pacientes con lupus 
eritematoso sistémico (LES) y hasta un tercio de estos pacientes (10-15%) tienen 
manifestaciones clínicas del SAF, especialmente de trombosis arterial y/o venosa [4], 
[5]. 
 
Figura 1. Principales mecanismos patogénicos de la trombosis inducidos por los 
anticuerpos antifosfolípido. Figura adaptada al español 
[3]
. Abreviaturas: EC: célula endotelial 
(del inglés endothelial cell); MAC: complejo de ataque a la membrana (del inglés membrane 
attack complex); PAI: inhibidor del activador del plasminógeno (del inlglés plasminogen 
activator inhibitor); TF: factor tisular (del inglés tissue factor); TNF: factor de necrosis tumoral  




1.2. Mecanismos de trombosis en el síndrome antifosfolípido. 
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Se han propuesto numerosos mecanismos para explicar los procesos 
protrombóticos/proinflamatorios asociados al SAF, aunque la patogénesis 
parece ser multifactorial. Un proceso esencial es la activación monocítica, 
inducida por los anticuerpos antifosfolípido y asociada a la inducción de la 
actividad procoagulante e inflamatoria en dichas células, mediante la 
expresión y activación del Factor Tisular, los receptores activados por 
proteasas y el factor de crecimiento vascular endotelial, entre otros.  
Presentamos a continuación un breve repaso de los principales mecanismos 
caracterizados en el SAF como inductores de trombosis e inflamación, así como de 
las proteínas de mayor relevancia implicadas en dichos fenómenos (Figura 2). 
1.2.1. Factor  tisular. 
El Factor tisular (TF, del inglés tissue factor) es un pequeño receptor 
transmembrana de la superficie celular que media la iniciación celular de la 
cascada de las serín-proteasas del proceso coagulativo. Se trata de una 
glicoproteína transmembrana de cadena simple (47 kDa), compuesta por 263 
aminoácidos, que requiere la interacción con fosfolípidos específicos de la 
membrana para ser funcionalmente activa. Actúa como receptor celular para 
los factores VII y VIIa de la coagulación. El complejo biomolecular formado por 
el TF y el factor VII(a) activa a los factores IX y X por proteólisis limitada, 
conduciendo a la formación de trombina y finalmente de fibrina [6]. 
El TF es el principal activador de la coagulación in vivo. En condiciones 
normales, está presente en algunas células pero ausente en muchas otras. En 
general, en los tejidos humanos se distribuye formando como una envoltura 
del organismo frente al exterior [7]. En el entorno vascular el TF no se expresa 
en condiciones normales en las células endoteliales o los leucocitos 
circulantes. Sin embargo, la activación celular promovida por un daño físico, 
diferenciación celular, factores de crecimiento u otros agonistas 




receptor y la puesta en marcha del proceso coagulativo. Esta distribución vascular 
parece diseñada para prevenir la activación de la coagulación en el espacio 
intravascular, pero también para prevenir la hemorragia tras una lesión física de los 
vasos. [8], [9]. 
Estudios in vivo desarrollados hace algunos años en nuestro laboratorio 
demostraron que los monocitos circulantes de pacientes con SAF que habían sufrido 
episodios trombóticos mostraban una expresión incrementada de TF y un aumento 
de su capacidad procoagulante. Más aún, estas células monocíticas, aisladas en 
condiciones no adherentes, acumulaban ácido ribonucleico mensajero (ARNm) del 
TF a unos niveles similares a los producidos por monocitos normales estimulados 
con lipopolisacáridos [10], [11], sugiriendo que los niveles de expresión de TF en el 
SAF son comparables a los observados en una endoxotemia, patología prototipo de 
un estado de hipercoagulabilidad [12], [10], [13]. La expresión de TF en estos 
pacientes fue hallada más elevada en aquellos que presentaban títulos elevados de 
ACA de isotipo inmunoglobulina G (IgG), pero no en aquellos positivos para ACA de 
isotipo inmunoglobulina M (IgM) o positivos para AL [12]. 
Diversos estudios paralelos demostraron que los AAF actúan como inductores 
de la sobreexpresión de TF en SAF. Así, Kornberg y colaboradores demostraron que 
en cultivos de células endoteliales (ECs, del inglés endothelial cells) y monocitos 
existe actividad procoagulante inducida por plasma de pacientes con SAF o AAF 
purificados [14]. Se ha probado asimismo que los anticuerpos contra β2-GPI inducen 
la expresión y actividad del TF in vitro [15].  Es más, la expresión de β2-GPI en 
monocitos se halla significativamente incrementada en pacientes con SAF y 
correlaciona con la expresión de TF, contribuyendo así al mantenimiento de un 
estado protrombótico persistente [16]. 
 
1.2.2. Receptores activados por proteasas (PARs).  
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La trombina generada durante el proceso coagulativo y el complejo TF-
FVIIa inducen  también una cascada de señales intracelulares, mediada por la 
activación de los receptores activados por proteasas (PARs, del inglés protease 
activated receptor). 
Los PARs son miembros de una familia de receptores celulares; con 7 
dominios transmembrana, acoplados a proteínas G. Se conocen 4 tipos de 
PARs: PAR1, PAR2, PAR3 y PAR4 [17]. El PAR1 es activado principalmente por 
la trombina, aunque puede ser activado por otras proteasas como el FXa, 
proteína C activada, plasmina y TF-VIIa [18], [19,20], [21,22]. El PAR3 y el PAR4 
son activados también por la trombina, mientras que el PAR2 se activa por los 
factores de coagulación FXa, VIIa y enzimas tipo tripsina y triptasa, pero no 
por la trombina [23], [18]. Aunque los mecanismos de activación de los PARs 
fueron establecidos inicialmente en un modelo realizado con el PAR1 y la 
trombina, estos mecanismos son similares en los cuatro miembros de esta 
familia de receptores. El proceso de activación comienza cuando una proteasa 
se une a una zona específica del dominio extracelular N-terminal y provoca un 
cambio conformacional. El nuevo dominio N-terminal actúa entonces a modo 
de ligando y mediante interacciones intramoleculares se une al cuerpo del 
receptor, iniciando así la transmisión de señales entre el exterior y el interior 
celular, mediante la activación de proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinases) y factores de 
transcripción que modulan así la expresión génica [24], [25], [26]. 
Nuestro equipo llevó a cabo un análisis de la expresión diferencial de los 
PARs en monocitos de pacientes con SAF. Este estudio implicó el análisis de la 
expresión de los PARs, su posible regulación por efecto de los auto-
anticuerpos característicos del síndrome (IgG-AAF) y su asociación con la 
expresión de otras moléculas relevantes en la inducción de trombosis en 




significativo en la síntesis y expresión, tanto a nivel de ARNm como de proteína, de 
los PARs tipo 1 y 2. Observamos asimismo una correlación directa entre los niveles 
de PAR2 y el título de autoanticuerpos IgG-AAF, así como entre PAR2 y TF. In vitro, el 
tratamiento de monocitos aislados de donantes sanos con IgG-AAF purificada de 
pacientes SAF, indujo un incremento significativo en la expresión de PAR1 y PAR2. 
Finalmente, estudios paralelos de inhibición indicaron un ‘crosstalk’ entre PAR2 y TF, 
de modo que la inhibición química de PAR2 previno el aumento en la expresión de 
TF inducida por los autoanticuerpos. En suma, los resultados obtenidos 
proporcionan la primera demostración de la existencia de una expresión 
incrementada de PARs en monocitos de pacientes con SAF, sugiriendo así que el uso 
de antagonistas de dichos receptores podría mostrar un potencial terapéutico como 
tratamiento antitrombótico para el SAF [27]. 
 
1.2.3. Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). 
Existe una relación directa entre el TF y el factor de crecimiento vascular 
endotelial (VEGF, del inglés vascular endotelial growth factor), familia de proteínas 
implicadas en el desarrollo vascular y la angiogénesis en procesos de cáncer, 
reparación tisular e inflamación. 
La familia del VEGF,  en humanos, está compuesta por cinco miembros, que 
comparten una estructura común, que consiste en ocho residuos cisteína en un 
dominio VEGF homólogo: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el 
factor de crecimiento placentario (PGF, del inglés placental growth factor). Cada uno 
de ellos presenta propiedades físicas y biológicas características y ejercen  su función 
a través de receptores específicos tipo tirosina quinasa: receptor 1 del VEGF 
(VEGFR1 o Flt-1- del inglés fms-like tyrosine Kinase-1-), receptor 2 del VEGF (VEGFR2 
o (KDR/Flk-1- del inglés Kinase-insert domain receptor/Fetal liver Kinase-) y receptor 
3 del VEGF (VEGFR3 o Flt-4- del inglés fms-like tyrosine Kinase-4-)[28], [29,30]. Flt-1 
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se expresa exclusivamente en monocitos y células endoteliales y es 
responsable del reclutamiento de monocitos y la inducción de la expresión de 
TF. 
La señalización del VEGF esta mediada por la dimerización del receptor, 
promovida por la autofosforilación del dominio citosólico de sus receptores.  
Además, las neuropilinas (Nrp-1 y Nrp-2), glicoproteínas transmembrana y 
predominantemente co-receptores para las semaforinas, también pueden 
actuar como co-receptores del VEGF.  
VEGF-A es el factor angiogénico más importante. Su expresión es 
regulada en diferentes tejidos y circunstancias por factores como la hipoxia, 
otras citoquinas, factores de crecimiento y diversas hormonas, así como en 
tumores, a través de oncogenes y genes supresores de tumores [31], [32]. El 
VEGF-A altera el patrón de expresión génica de las células endoteliales a 
través de la activación de un número de factores de transcripción, 
metaloproteinasas, factores antiapoptóticos, moléculas de adhesión celular 
endotelial y proteínas asociadas a la trombosis, principalmente el TF [33]. 
Un estudio llevado a cabo por Williams y colaboradores en el año 2000 
puso de manifiesto que el plasma de pacientes con SAF presentaba niveles 
elevados de VEGF, que a su vez se correlacionaban con los niveles plasmáticos 
de TF y con títulos elevados de ACA IgG. Además, los AAF pueden promover la 
producción de VEGF, y ser esta citoquina responsable, en parte, del aumento 
en la expresión de TF y del inicio de la cascada de la coagulación [34]; de ahí la 
importancia del análisis del papel desempeñado por esta citoquina en el 
desarrollo del SAF. 
Un estudio posterior realizado en nuestro laboratorio demostró que la 
expresión génica y proteica de VEGF y Flt-1 se hallaba significativamente 




observada en los grupos control. Además, existía una correlación positiva entre los 
niveles de VEGF y los títulos de AAF de isotipo IgG [35].  
El VEGF es reconocido como un potente inductor de la proliferación 
endotelial, migración y supervivencia. Además, actúa como una citoquina 
proinflamatoria que induce la expresión de moléculas involucradas en la regulación 
de la angiogénesis, tales como enzimas específicas (ciclooxigenasa-2), moléculas de 
adhesión (E-selectina, molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1, del inglés 
vascular celular adhesión molecule-1)) [36] y factores procoagulantes (TF). Como en 
otras enfermedades [37], en el ámbito del SAF, el VEGF podría reflejar un vínculo 
entre el daño/disfunción en un endotelio anómalo, la activación monocítica y la 
activación de factores angiogénicos.  Todos estos procesos podrían actuar juntos 
para alterar la expresión del TF y la integridad del endotelio, y de este modo 
contribuir al estado protrombótico en estos pacientes. En consonancia con esta 
hipótesis, en el estudio realizado en nuestro laboratorio, se observó que el 
incremento en la expresión de VEGF en los monocitos de pacientes con SAF 
correlacionaba positivamente con los niveles de ARNm y la expresión en la superficie 
celular del TF. Además, se encontró una expresión elevada de Flt-1 en monocitos 
paralela a la expresión de VEGF [35]. En suma, estos resultados indican que el VEGF 
juega un papel relevante como factor regulador en la activación de monocitos y la 
expresión de TF, contribuyendo así al desarrollo de la actividad protrombótica y 
proinflamatoria observada en los pacientes SAF. 
 
1.2.4. Mecanismos moleculares subyacentes al proceso trombótico. 
Diversos estudios desarrollados en células endoteliales y monocitos han 
constatado que la unión de los AAF a la superficie celular desencadena numerosas 
señales intracelulares responsables de la activación celular y la generación de TF, 
citoquinas y moléculas de adhesión que promueven un estado protrombótico. 
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En un estudio realizado por el grupo de la Dra. Pierangeli [38] se  
demostró la existencia de un incremento significativo en la fosforilación de 
p38- proteínas quinasas activadas por mitógenos (p38MAPK, del inglés p38- 
mitogen activated protein kinases) en células del endotelio de vena umbilical 
humana (HUVEC, del inglés Human umbilical vein endothelial cell) estimuladas 
con AAF, siendo la activación de dicha quinasa la responsable en último 
término de la expresión de TF mediada por estos anticuerpos. Otros estudios 
realizados por este mismo grupo de investigación demostraron que la 
p38MAPK también interviene en la activación plaquetaria mediada por AAF en 
presencia de dosis bajas de trombina [39]. Por otro lado, se ha observado que 
algunos anticuerpos monoclonales humanos con actividad ß2-GPI 
incrementan la fosforilación de p38 MAPK en monocitos [40]. 
Hace algunos años, nuestro grupo de investigación evaluó el papel de los AAF 
en la inducción de la expresión de TF en monocitos de pacientes con SAF, así como 
los mecanismos moleculares implicados. En dicho estudio observamos que: 1) 26 de 
los 44 pacientes analizados mostraron una reducción significativa en la expresión del 
inhibidor del NF-κB (IkBα, del inglés NF-κB inhibitor) asociada al incremento en la 
activación y translocación nuclear del factor de transcripción κB (NF-κB, del inglés 
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). 2) La activación 
mediante fosforilación de ERK y p38 MAPK se hallaban significativamente 
incrementadas en monocitos de pacientes SAF en relación a los grupos control. 3) 
Existía una correlación inversa entre la activación de p38 MAPK y la expresión de 
IκBα, sugiriendo así una implicación directa de la actividad p38 MAPK en la 
activación de NF-κB. Los estudios in vitro mostraron: 1) Una activación dosis-
dependiente de dichas quinasas en monocitos tratados con AAF. 2) Una inhibición 
de la actividad NF-κB inducida por AAF tras tratamiento con el inhibidor de dicha 
ruta y también con el inhibidor de p38 MAPK, demostrando así la implicación de esta 




inducida tras estimulación con AAF, se inhibió tras tratamiento combinado con los 
inhibidores químicos de las 3 rutas intracelulares analizadas. Basándonos en estos 
resultados, sugerimos una nueva hipótesis para explicar los mecanismos implicados 
en la activación de TF en monocitos de pacientes con SAF: los AAF inducirían la 
expresión génica y proteica de TF en monocitos de pacientes con SAF primario 
mediante la activación simultánea e independiente de las rutas quinasa de las 
MAPK/ quinasa activada por señales extracelulares (MEK/ERK; ERK, del inglés 
extracellular signal-regulated Kinase) y p38 MAPK, ésta última responsable a su vez 
de la activación de proteínas Rel/NF-κB. Estudios posteriores demostraron que los 
PAR -1 y -2 eran asimismo responsables de la activación de dicha señalización 
intracelular, la cual conduce finalmente a la transcripción de genes específicos que 
modulan la expresión de TF, VEGF y Flt-1 (Figura 2) [38], [41]. 
Figura 2. Mecanismos protrombóticos en el SAF [12], [41], [27], [35], [42]. La interacción 
entre AAF circulantes y las proteínas β2-GPI promueven un aumento en la afinidad de estas 
proteínas de unión por los fosfolípidos de membrana. La unión de los AAF a la membrana del 
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coagulativa y simultáneamente la activación de los PARs. Dichos receptores son los directos 
responsables de la inducción de una serie de rutas intracelulares que implican la activación 
constitutiva de MEK/ERK, p38MAPK y el factor de transcripción NF-κB. Esta activación 
intracelular regula a su vez la inducción de la expresión del VEGF y su receptor tipo tirosina 
quinasa Flt1. Asimismo, estudios proteómicos complementarios han permitido la 
identificación de nuevas proteínas asociadas a la trombosis en el SAF y cuya expresión se 
encuentra alterada en los monocitos de estos pacientes. Entre dichas proteínas cabe 
destacar la PDI (enzima reguladora del turnover entre la actividad procoagulante y la 
inductora de señalización intracelular del TF; su sobreexpresión suprime la activación 
transcripcional dependiente de NF-κB), las proteínas RhoA (proteínas con un papel clave en 
la activación de moléculas intracelulares reguladoras de actividades procoagulantes e 
inflamatorias, tales como la p38MAPK o el NF-κB), o la anexina II (molécula diana para la β2-
GPI, directo inductor de TF y así promotor de trombosis en pacientes SAF). Anexina I (cuyo 
incremento conduce a la activación constitutiva de la ruta MEK/ERK). Nedd8 (implicado en la 
destrucción proteolítica de IκB, y de este modo en la inducción de la actividad NFκB). 
Abreviaturas: AAF, anticuerpo antifosfolípido; AnxI, anexina I; β2-GPI, β2 glicoproteína I; ERK: 
quinasa activada por señales extracelulares (del inglés Extracellular signal-regulated Kinase); 
Flt1, receptor 1 del VEGF (del inglés fms-like tyrosine Kinase-1); MEK: Quinasa de las MAPK; 
NF-κB: factor de transcripción κB (del inglés Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells); p38MAPK, p38- proteínas quinasas activadas por mitógenos (del inglés 
p38- mitogen activated protein kinases); PARs, receptores activados por proteasas (del inglés 
Protease-activated receptors); PDI, proteína disulfuro isomersa (del inglés protein disulfide 
isomerase); TF, factor tisular (del inglés tissue factor);VEGF, factor de crecimiento endotelial 
vascular (del inglés vascular endothelial growth factor). 
 
1.2.5. Alteraciones del perfil proteico en monocitos asociadas al desarrollo de 
trombosis en el síndrome antifosfolípido.  
Estudios proteómicos desarrollados en nuestro laboratorio han permitido la 
identificación de nuevas proteínas asociadas a la trombosis en el SAF y cuya 
expresión se encuentra alterada en los monocitos de estos pacientes por efecto 
directo de los AAF [42]. 
Las proteínas identificadas más significativamente alteradas en monocitos de 
pacientes con SAF y trombosis, son la anexina A1 (A1), la anexina A2 (A2), la 
ubiquitina Nedd8, la proteína Rho A, la proteína disulfuro isomerasa (PDI) y la 
proteína de choque térmico 60 (Hsp60, del inglés heat shock protein). Estas 
proteínas están asociadas con la inducción de un estado procoagulante, así como 




Las anexinas son una familia de proteínas de unión a fosfolípidos y calcio que 
modulan la inflamación, la respuesta inmune y la coagulación celular. La anexina I 
(incrementada en monocitos de pacientes SAF) juega un papel relevante en la 
regulación de la actividad de macrófagos, habiéndose demostrado que sus niveles 
aumentan en algunas patologías autoinmunes [43], [44]. También actúa como  
sustrato de la proteína C quinasa y de las proteínas tirosin quinasas. Así, se ha 
demostrado que un incremento en la expresión de la anexina I conduce a una 
activación constitutiva de ERK1/2 en la línea celular de macrófagos RAW 264.7 [45]. 
La Anexina II es una proteína de unión a calcio y fosfolípidos que actúa como 
co-receptor del plasminógeno y del tPA. Se ha observado que dicha proteína media 
asimismo la adhesión de la ß2-GPI a las estructuras aniónicas de la membrana de las 
células endoteliales, a través de su interacción con la zona catiónica de dicha 
proteína. La Anexina II constituye pues una molécula diana para anticuerpos anti-ß2-
GPI, directos inductores de la expresión de TF y por tanto promotores de los 
procesos trombóticos en estos pacientes. El aumento observado en su expresión en 
estos pacientes podría mediar por tanto la acción de los AAF sobre los monocitos de 
los pacientes con SAF primario [46], [47]. La expresión de anexina II se halla también 
asociada a la activación de la ERK MAP kinasa en células estromales de médula ósea. 
Dado que nuestros estudios han demostrado igualmente una activación constitutiva 
de esta MAPK en monocitos de pacientes con SAF, dicha asociación podría constituir 
un mecanismo de activación intracelular aún por analizar. 
La PDI, se encuentra significativamente reducida en los monocitos de 
pacientes con SAF primario. Es una proteína multifuncional que cataliza la oxidación, 
reducción e isomerización de puentes disulfuro durante las etapas de modificación 
pos-traduccional de las proteínas. Cuando PDI se asocia al TF en la superficie celular, 
se reduce la actividad procoagulante y se inhabilita la vía coagulativa inducida por la 
unión TF-VIIa. Por el contrario, un descenso en la expresión de PDI se asocia a un 
incremento de la actividad procoagulante dependiente de TF [48]. Por tanto, la 
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expresión reducida de PDI en monocitos de pacientes con SAF podría 
contribuir a su estado protrombótico. Por otra parte se ha demostrado que 
esta proteína suprime la actividad transcripcional dependiente de NF-κB en 
macrófagos, por lo que podría jugar un papel relevante como regulador de la 
expresión de diversos genes responsables de la respuesta inflamatoria e 
inmune [49]. De este modo, la reducción en la expresión de PDI en monocitos 
podría estar relacionada con la activación constitutiva del NF-kB en el SAF. 
La proteína tipo ubiquitina Nedd8 se halló significativamente 
incrementada en monocitos de pacientes con SAF. Esta proteína está 
involucrada en la destrucción proteolítica de IκB [50]. En línea con este hecho, 
los monocitos de pacientes con SAF muestran una activación constitutiva del 
NF-κB, mecanismo a su vez relacionado con la sobre-expresión de TF inducido 
por los AAF [41], [40], [38], [51], [52].  
Las proteínas Rho A son GTPasas reguladoras de la reorganización de 
actina e implicadas por tanto en la motilidad celular. Modulan asimismo la 
expresión de genes de adhesión y migración de los macrófagos activados, los 
cuales juegan un papel crítico en las rutas de señalización de la inflamación, 
necesarias para la activación del NF-κB [53].  La inducción de la expresión de la 
forma activa de RhoA en monocitos (por acción de lipoproteínas o factores de 
crecimiento) conduce a un incremento significativo en su adhesión y 
migración a través de la pared vascular. Nuestros estudios indican un aumento 
en la expresión de estas proteínas en los pacientes con SAF primario en 
relación a monocitos de donantes sanos, lo que podría  indicar un estado de 
activación celular. De hecho, estudios recientes han sugerido la implicación de 
la ruta RhoA/Rho-quinasa en la síntesis de TF en monocitos humanos [54]. Es 
más, la inhibición de dicha ruta forma parte de los mecanismos intracelulares 
asociados al efecto de las estatinas sobre la expresión de TF en monocitos in 




de las estatinas sobre los mecanismos de trombosis en procesos de aterosclerosis y 
enfermedad cardiovascular [55]. 
Las Hsp60, además de servir como chaperonas, se hallan asociadas a 
enfermedades autoinmunes, presentación antigénica e inmunidad tumoral. Actúan 
como inhibidores en procesos inflamatorios tales como la artritis reumatoide o la 
diabetes tipo I, mediante la activación de reacciones inmunes específicas tales como 
la producción de citoquinas anti-inflamatorias por linfocitos Th2 [56]. Dichas 
características podrían explicar su expresión reducida en monocitos de pacientes 
SAF.  
Cabe destacar igualmente en este estudio sobre el perfil proteico de 
monocitos en pacientes SAF la identificación de la expresión alterada de dos 
proteínas (fibrinógeno y hemoglobina) relacionadas  con la morbilidad obstétrica 
presente en pacientes con SAF. Se ha sugerido que la ausencia, o un descenso 
significativo en los niveles de fibrinógeno materno, es suficiente para la ruptura de 
los vasos, afectando a la infiltración del trofoblasto embrionario e induciendo un 
aborto hemorrágico [57]. Asimismo, los niveles de expresión de fibrinógeno en 
pacientes con SAF sin trombosis fue menor que en otros grupos de estudio. Por 
tanto, deficiencias de fibrinógeno durante la gestación podrían promover un 
crecimiento anormal del feto o el aborto. Estudios similares han mostrado un 
incremento en la expresión génica de la hemoglobina en pacientes con abortos 
recurrentes [58], expresión que a nivel proteico se mostró también incrementada en 
los monocitos de nuestra cohorte de pacientes SAF. El estudio de la regulación de la 
expresión de ambas proteínas podría contribuir pues al conocimiento de los 
mecanismos moleculares involucrados  en las pérdidas fetales de repetición 
observadas en pacientes con SAF. 
En su conjunto, los datos obtenidos mediante técnicas proteómicas sugieren 
que diversas alteraciones patológicas observadas en el SAF se encuentran reflejadas 
en el perfil proteico de las células monocíticas. Estudios posteriores permitirán 
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analizar más en detalle estas proteínas, cuya expresión se halla alterada en 
estos pacientes, así como su interacción e inducción de cascadas de 
transducción de señales, identificación de marcadores diagnósticos, y 
respuesta a diversos tratamientos farmacológicos. 
 
1.3. Aterotrombosis en el síndrome antifosfolípido.  
La aterosclerosis (AT), su morbilidad y mortalidad siguen siendo un problema 
de salud global, con más de 17.5 millones de muertes en el mundo atribuidas a las 
complicaciones cardiovasculares de esta enfermedad.  
La AT es una respuesta inflamatoria crónica a nivel de la pared vascular 
iniciada por la lesión del endotelio por efecto de las lipoproteínas de baja 
densidad oxidadas (LDLox, del inglés low density lipoprotein oxidazed) o por 
un proceso inflamatorio crónico y mantenida por la interacción entre 
lipoproteínas, macrófagos, linfocitos T y los componentes de la pared arterial 
(músculo liso y matriz extracelular). 
En las enfermedades autoinmunes, como el SAF, se presentan eventos 
coronarios agudos sin que medien factores de riesgo tradicionales previos que 
los justifiquen como la hipertensión, la diabetes y la obesidad. El análisis de los 
mecanismos que llevan al desarrollo de una AT prematura y/o acelerada en 
estas patologías permite establecer similitudes entre la aterogénesis y los 
procesos inflamatorios crónicos que caracterizan a estas enfermedades: 
incremento en la expresión de moléculas de adhesión en el endotelio, 
aumento del reclutamiento de células proinflamatorias y activación de 
macrófagos, aumento en la expresión de citoquinas, factores de crecimiento y 
otros factores inflamatorios que interrelacionan los distintos tipos celulares. 
Así, la presencia de una enfermedad autoinmune constituye un factor de 




evento trombótico en mayor grado y en menor tiempo que los factores de riesgo 
tradicionales. 
Los AAF y otros autoanticuerpos presentes en SAF (como los anti-HDL -del 
inglés anti-high density lipoprotein- y anti-apolipoproteína I) son también 
responsables del desarrollo de enfermedad cardiovascular y aterosclerosis a través 
de otros mecanismos complementarios que incluyen la formación de complejos anti-
LDLox/anti-ß2GPI, lo que facilita o acelera la absorción de LDLox por los macrófagos, 
y su consecuente conversión en células espumosas [59]. Además, tanto macrófagos 
como células endoteliales adhieren ß2-GPI durante el proceso aterosclerótico, de 
modo que los AAF promueven la adhesión de los macrófagos al endotelio mediada 
por moléculas de adhesión como la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1, del 
inglés intracellular adhesion molecule-1), VCAM-1, o E-selectina. De hecho se ha 
demostrado una correlación positiva entre los títulos de anticuerpos anti-
cardiolipina y anti-ß2GPI y la incidencia y severidad del síndrome coronario agudo, el 
infarto de miocardio o el accidente cerebrovascular [59], [60], [61]. 
El desarrollo de una AT temprana podría verse igualmente facilitado por la 
existencia de un estatus inflamatorio en estos pacientes. 
 De modo resumido, la secuencia de inicio de formación de la placa 
aterosclerótica en estos pacientes implicaría la activación de las células endoteliales 
por efecto de los ACA, con la consecuente expresión de moléculas de adhesión que 
favorecería el reclutamiento de monocitos y linfocitos. Los monocitos activados 
migran hacia la íntima arterial, donde por acción de los complejos β2-GPI / LDLox se 
vería incrementada la adsorción de LDLox, conduciendo a la formación de células 
espumosas. Estas células, junto a los linfocitos T producirían citoquinas, factores de 
crecimiento, TF, etc., promoviendo la proliferación de las células musculares lisas y la 
potenciación del proceso aterosclerótico (Figura 3). 
 




Figura 3. Implicación de los AAF en el desarrollo de la aterotrombosis en SAF. Abreviaturas: 
β2-GPI, β2 glicoproteína I; CCR2, receptor de quimioquinas C-C tipo 2 ( del inglés C-C 
chemokine receptor type 2); ICAM-1: molécula de adhesión intracelular-1 (del inglés 
Intracellular adhesion molecule-1); LDLox: Lipoproteínas de baja densidad oxidadas (del 
inglés low density lipoprotein oxidazed); MCP-1: proteína 1 quimioatrayente de monocitos 
(del inglés monocyte chemoattracctant protein 1); MMPs, metaloproteinasas (del inglés 
matrix metalloproteinases); TF, factor tisular (del inglés tissue factor); VCAM-1: Molécula de 
adhesión celular vascular-1 (del inglés vascular cell adhesion molecule-1). 
 
1.4.  Estrés oxidativo. 
El estrés oxidativo se define como el desequilibrio bioquímico 
propiciado por la producción excesiva de especies reactivas y radicales libres 
que generan daño oxidativo en las biomoléculas y que no puede ser 
contrarrestado por los sistemas antioxidantes. 
En condiciones fisiológicas normales, las especies reactivas de oxígeno y 






























aerobio, los peroxisomas celulares en procesos de detoxificación o la nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa, del inglés nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphatase oxidase) de las células fagocíticas, como sistemas 
de señalización celular y como medio del sistema inmunitario para eliminar 
patógenos. Las principales especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno son [62]  : 
radical superóxido (O2
-•); radical hidroperóxido (HO2•); peróxido de hidrógeno 
(H2O2); radical hidroxilo (HO•); radical alcoxi (RO•); radical peroxi (ROO•); óxido 
nítrico (NO•); dióxido de nitrógeno (NO2). 
En individuos sanos, las especies reactivas y radicales libres son eliminados o 
neutralizados por las defensas antioxidantes del organismo, tales como las enzimas 
catalasa o superóxido dismutasa y algunas vitaminas. Sin embargo, cuando este 
equilibrio se pierde, por ejemplo, por procesos inflamatorios o autoinmunes, se 
incrementa la concentración de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, 
conduciendo a un daño en los componentes celulares, tales como los lípidos o las 
proteínas, alterando el metabolismo y crecimiento celular normal y dando lugar a 
alteraciones en el sistema de defensa, el envejecimiento o numerosas 
enfermedades. 
 




Figura 4.Determinantes del equilibrio redox. Figura adaptada al español [63]. El medio redox 
está estrechamente regulado y determinado por la producción de especies reactivas de 
oxígeno y el metabolismo de pequeñas moléculas y enzimas antioxidantes. Es importante 
mantener un equilibrio entre el acúmulo de especies reactivas de oxígeno y la función de los 
antioxidantes. Abreviaturas: H2O2, Peróxido de hidrógeno; HOCl, ácido hipocloroso; GPX, 
glutatión peroxidasa (del inglés glutathione peroxidase); GSH, glutatión reducido (del inglés 
reduced glutathione); G6PD, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (del inglés glucosa-6-
phosphate dehydrogenase); GSSG Red, glutatión reductasa (del inglés glutathione reductase); 
O2
-
•, Radical superóxido; OH
-
, radical hidroxilo; ONOO
-
, peroxinitrito; ROS, especies reactivas 
de oxígeno (del inglés reactive oxygen species); SOD, superóxido dismutasa (del inglés 
superoxide dismutase).  
 
1.4.1.  Estrés oxidativo y aterosclerosis. 
En los vasos sanguíneos, el desequilibrio redox promueve un fenotipo 
vascular que facilita las modificaciones oxidativas de lípidos y proteínas, la 
infiltración de células del sistema inmune y aquellas que participan en 
procesos inflamatorios, la activación plaquetaria y una alteración local de las 
fuerzas hemodinámicas. En este ambiente de desequilibrio redox, las 
partículas de oxLDL son captadas por los macrófagos  y transportadas a la 
pared del vaso sanguíneo, dando lugar a la formación de la placa 
aterosclerótica. A este proceso también se une una alteración de la HDL 




estrés oxidativo. Todo esto conlleva un riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular 
aterotrombótica [64] (Figura 5). 
  
1.4.1.1. Participación de las células proinflamatorias y estrés oxidativo en la 
aterosclerosis. 
El reclutamiento de los neutrófilos a la placa aterosclerótica es regulada por el 
receptor de quimioquinas C-X-C tipo 4/ligando C-X-C-12 (receptor CXC4/ligando 
CXC12, del inglés C-X-C chemokine receptor type 4/chemokine (C-X-C motif) ligand 
12) [65], [66]. La contribución de estas células a la enfermedad vascular 
aterotrombótica está en parte relacionada con la producción de radicales libres vía 
NADPH oxidasa, MPO (del inglés myeloperoxidase) e iNOS (del inglés inducible nitric 
oxide synthase) que incrementan el estrés oxidativo y promueven la peroxidación 
lipídica [67], [68]. 
Los monocitos contribuyen a la aterogénesis mediante la alteración del estado 
redox local, puesto que estas células poseen una NAD(P)H oxidasa que genera O2.
- y 
es capaz de provocar la peroxidación de lípidos, además de generar especies 
reactivas de nitrógeno [69], [70], [71].  
Por otro lado, las plaquetas facilitan la progresión de la aterosclerosis a través 
de la expresión en la superficie y la liberación de P-selectina, la cual estimula a los 
monocitos y macrófagos a sintetizar y liberar factores de crecimiento y 
quimioatrayentes [72], [73].  
 




Figura 5. Especies reactivas de oxígeno y aterosclerosis. Figura adaptada al español 
[64]
. En la 
pared del vaso sanguíneo, las ROS acumuladas provocan lesión en las células endoteliales y 
oxidan la LDL nativa. Las LDLox son quimiotácticas para los monocitos circulantes, y son 
absorbidas por los macrófagos residentes para formar las células espumosas y comenzar la 
formación de la placa aterosclerótica. Un exceso de ROS aumenta estos efectos debido a la 
disfuncionalidad de la HDL  por la oxidación de sus componentes. Además, las ROS 
promueven la agregación plaquetaria y son quimiotácticas para las células T circulantes. Éstas 
median el reconocimiento de epítopos de la LDLox y se activan convirtiéndose en T helper 1 y 
T helper 2, las cuales secretan moléculas proinflamatorias y estimulan a las células B a 
producir anticuerpos. Abreviaturas: ROS, especies reactivas de oxígeno (del inglés reactive 
oxygen species); EC, células endoteliales (del inglés endothelial cells); LDL ox, lipoproteínas de 
baja densidad oxidadas (del inglés low density lipoprotein oxidazed); HDL, lipoproteínas de 
alta densidad (del inglés high density lipoprotein); O2-•,radical superóxido; ONOO
-
, 
peroxinitrito; H2O2, peróxido de hidrógeno; IFNγ, interferón gamma; IL-2, interleuquina 2; 






1.4.2. Estrés oxidativo y aterotrombosis en el SAF. 
En patologías autoinmunes como el SAF o el LES se ha demostrado que los 
ACA juegan un papel relevante en la inducción de un estatus prooxidativo, a través 
de la inducción de la producción de óxido nítrico y anión superóxido, con la 
consecuente generación de peroxinitritos, potentes sustancias prooxidantes 
asociadas con la disfunción vascular y aterogénesis [74]. Los títulos de ACA también 
se han correlacionado con los niveles plasmáticos de F2-isoprostanos, marcadores 
de peroxidación lipídica in vivo [75], [76]. Otro mecanismo proaterogénico 
promovido por los AAF es la inducción de la absorción de LDLox por parte de los 
macrófagos. Este efecto concuerda con la reducción de la actividad paraoxonasa 
encontrada en estos pacientes. La paraoxonasa es una enzima antioxidante asociada 
a lipoproteínas de alta densidad que previenen la oxidación de las LDL. Es más, la 
actividad de esta enzima se ha asociado a la presencia de alteraciones estructurales 
y funcionales del sistema arterial en pacientes SAF [77]. 
A nivel molecular estos autoanticuerpos promueven la activación constitutiva 
de NF-κB, y consecuentemente la activación de la oxido nítrico sintasa, ambas 
responsables de la disfunción endotelial característica de estos pacientes. 
 
1.5. Nuevas Terapias. 
Dado que el SAF está asociado a un incremento en el riesgo de sufrir episodios 
trombóticos recurrentes, en el tratamiento de pacientes afectados por esta 
patología se emplea una tromboprofilaxis similar a la usada en el resto de la 
población trombótica (anticoagulación oral, antiagregación, etc.) [78].  Pero, la 
conducta terapéutica frente a los pacientes con SAF debería individualizarse, puesto 
que el espectro clínico de las patologías asociadas al síndrome es bastante amplio. Es 
por eso que el tratamiento de esta enfermedad autoinmune ha ido evolucionando a 
través del tiempo, creándose guías que han cambiado con el conocimiento de la 
enfermedad [79], [78]. 
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Los anticoagulantes orales pueden reducir la capacidad funcional del 
FVIIa y minimizan los riesgos trombóticos, incluso cuando existe una elevada 
expresión de TF. Diversos estudios retrospectivos han señalado la eficacia de 
la anticoagulación oral en la prevención de la recurrencia en el SAF, pero 
existen controversias en lo que se refiere a la intensidad de la anticoagulación. 
Se ha descrito una alta frecuencia de recurrencias al finalizar la terapia 
anticoagulante, similar a la encontrada en pacientes que no estaban 
recibiendo el tratamiento, lo que sugiere que los pacientes con trombosis 
previa requieren un tratamiento anticoagulante a largo plazo [78]. Asimismo, 
en pacientes SAF la expresión de TF en sus células monocíticas y la actividad 
procoagulante permanecen elevadas muchos años después de haber sufrido 
el último episodio trombótico, a pesar, incluso, de estar tomando 
anticoagulantes orales [12]. 
El difícil manejo de los anticoagulantes orales, su falta de efectividad y 
sus posibles efectos secundarios, hacen necesaria la búsqueda de nuevas 
estrategias terapeúticas cuyo objetivo sea la prevención de la sobre-expresión 
del TF mediada por los AAF o la identificación de nuevos agentes capaces de 
prevenir o reducir la activación celular asociada.  
 
1.5.1. Estatinas 
Numerosos estudios llevados a cabo en los últimos años sugieren que 
las estatinas, potentes inhibidores de la enzima 3-hidroxi-3-metil glutaril 
coenzima A reductasa (HMG-CoA), inicialmente asociadas a la reducción del 
metabolismo del colesterol, poseen efectos beneficiosos sobre numerosas 
enfermedades cardiovasculares y autoinmunes. Estos efectos serían debidos a 
sus funciones pleiotrópicas sobre la disfunción endotelial, sus propiedades 




Así, las estatinas tienen la capacidad de modular un amplio rango de 
mecanismos inmunes proinflamatorios tales como la producción de citoquinas 
(factor de necrosis tumoral α (TNFα, del inglés tumor necrosis factor α) MCP-1, 
interleuquina 1 β (IL-1ß) [80] e IL-6) o el estatus oxidativo a nivel plasmático y 
celular. También pueden influir en el sistema inmunológico, afectando a una amplia 
gama de mecanismos reguladores como la activación de linfocitos T tipo Treg (T 
reguladores) y Th2 (del inglés T helper) así como la disminución de la respuesta de 
Th1 y Th17 [81]. Asimismo, entre los efectos beneficiosos de las estatinas se 
encuentran la inhibición de la expresión de TF y metaloproteasas en macrófagos, y la 
inhibición de la proliferación de macrófagos inducida por LDL oxidada [82].  
Un posible mecanismo por el que las estatinas muestran sus efectos 
antitrombóticos e inmunomoduladores podría ser su interferencia con la ruta de 
biosíntesis de mevalonato y la inhibición promovida por esta enzima de la síntesis de 
intermediarios isoprenoides, principalmente de farnesil-pirofosfato (FPP) y 
geranilgeranil-pirofosfato (GGPP). Ambos son sustratos para la modificación post-
translacional y activación de gran variedad de proteínas [83], entre las que destacan 
las proteínas Rho, Ras y Rac, pertenecientes a la superfamilia de las guanosinas 
trifosfatasas (GTPasas). Las GTPasas regulan procesos celulares fundamentales, tales 
como la motilidad celular, la progresión del ciclo celular, la supervivencia de las 
células, la regulación de la transcripción génica, el tráfico de membrana y la 
citoquinesis, entre otros. Las proteínas Rho y Rac son capaces de activar cascadas de 
señalización dependientes de quinasas c-Jun N-terminal (JNK, del inglés c-Jun N-
terminal kinases) y p38 MAPK en gran variedad de tipos celulares, mientras que la 
sobreexpresión de proteínas Ras provoca la activación de la vía MEK/ERK. Mediante 
el uso de estatinas se previene la correcta localización intracelular de las GTPasas y 
como consecuencia, todas las señales dependientes de ellas son desreguladas [84] 
(Figura 6). 
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Mediante la alteración de la isoprenilación, las estatinas son capaces de 
mejorar tanto la función endotelial como la estabilidad de la placa 
aterosclerótica, disminuir el estrés oxidativo y la inflamación, inhibir la 


























Figura 6. Esquema de la biosíntesis del colesterol y el efecto de las estatinas. (Ana Lucía 
Rodríguez Perea, Iatreia vol 24) La 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima A reductasa (HMG-
CoA) cataliza la conversión de HMG-CoA a mevalonato, siendo éste el paso limitante en la 
biosíntesis del colesterol, así como en la síntesis de intermediarios isoprenoides no 
esteroideos, tales como el farnesil pirofosfato (FPP) y el geranilgeranil pirofosfato (GGPP), 
que desempeñan un papel clave en las modificaciones post-transcripcionales de 
determinadas proteínas, principalmente las proteínas Ras y Rho.  
 
La familia de fármacos de las estatinas comprende miembros naturales 





sintéticos (como la fluvastatina, atorvastatina y rosuvastatina), las cuales se 
diferencian en su nivel de lipofilia, vida media y potencia [86]. 
 
 
1.5.2. Estatinas y síndrome antifosfolípido. 
Diversos estudios han analizado el efecto del tratamiento con estatinas en 
pacientes SAF. Meroni y colaboradores [87] demostraron que las estatinas 
interfieren en la activación de las EC inducida por AAF a través de la inhibición de la 
expresión de moléculas de adhesión e IL-6, en un proceso mediado por NF-κB. 
Posteriormente Ferrara y colaboradores [88], [89] mostraron in vivo que la 
fluvastatina inhibía las propiedades trombogénicas e inflamatorias de los AAF, y 
prevenía el aumento de la expresión del TF en células endoteliales tratadas con AAF. 
Jajoria y colaboradores [90] mostraron un descenso significativo en los valores de 
VEGF en el plasma de pacientes con SAF después de 30 días de tratamiento con 
fluvastatina. Además este estudio demostró otros efectos beneficiosos  de la 
fluvastatina, tales como la reducción de la expresión de marcadores 
protrombóticos/proinflamatorios inducidos por AAF en pacientes con SAF, como el 
TF y TNFα.  
Aunque existen diversos estudios que han demostrado efectos positivos de las 
estatinas en la prevención de la trombosis en el SAF, aún se desconocen los 
mecanismos celulares y moleculares de acción de este fármaco a nivel celular, así 
como sus efectos beneficiosos y deletéreos en el tratamiento in vivo. Por ello son 
aún necesarios estudios in vivo e in vitro que contribuyan a delinear los efectos 
globales de las estatinas sobre la tendencia protrombótica de los pacientes con SAF. 
 
1.5.3. Coenzima Q10 (CoQ10). 
El Coenzima Q10 (CoQ10 o ubiquinona) es un componente vital de la cadena 
de transporte de electrones mitocondrial, con un papel crucial en la producción de 
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adenosin trifosfato (ATP) (Figura 7). Proporciona propiedades estabilizadoras 
a la membrana celular y actúa como antioxidante, con efectos celulares 
protectores. Entre dichos efectos inhibe la oxidación del LDL y otras 
lipoproteínas, previniendo de este modo la progresión de la AT [91]. Dicho 
efecto anti-aterogénico ha sido demostrado in vivo en ratones deficientes en 
apolipoproteína E alimentados con una dieta rica en grasas [92]. 
Adicionalmente, se ha observado que el suplemento con CoQ10 a una dosis 
de 150 mg/día puede disminuir el estrés oxidativo, incrementar la actividad 
enzimática antioxidante y disminuir marcadores proinflamatorios como la IL-6 
en pacientes con AT [93,94]. Otros estudios han mostrado asimismo los 
efectos terapéuticos de la suplementación con CoQ10 en distintas condiciones 
clínicas, con especial énfasis en la enfermedad cardiovascular. Así, se ha 
descrito que el CoQ10 reduce la producción de citoquinas proinflamatorias, 
así como la viscosidad sanguínea, efectos ambos beneficiosos en pacientes 
con fallo cardiaco y enfermedad arterial coronaria [95]. Otro ejemplo lo 
constituyen diversos trabajos que han analizado los efectos de la 
suplementación con CoQ10 sobre la mejora de la función cardiaca [96], [97], 
[98], [93]. El CoQ10 promueve una mayor producción de energía, mejorando 
la contractilidad del músculo cardiaco y su actividad antioxidante, 
particularmente a través de la prevención de la oxidación de las LDLs [99]. 
Sin embargo, los posibles efectos beneficiosos del CoQ10 en pacientes 







Figura 7. Estructura química del Coenzima Q10 [100]. El CoQ10 se caracteriza por un anillo 
de quinona unido a una serie repetida de unidades de isopreno en la cadena lateral. El 
número de unidades de isopreno denota la denominación del Coenzima-X, así en el CoQ10, 
hay 10 unidades de isopreno que se repiten. 
 
 
2. LUPUS ERITEMATOSO SISTÉMICO. 
 
“El lupus eritematoso puede ocurrir y progresar con manifestaciones 
diseminadas o de manera universal, y asociarse a una erupción febril de 
forma aguda y subaguda, así como también puede comprometer todo el cuerpo 
con síntomas locales y generales; realmente puede comprometer y destruir la 
vida” Kaposi, 1872. 
 
2.1. Definición. 
El LES es una enfermedad autoinmune, multisistémica, crónica, con un amplio 
rango de manifestaciones clínicas, incluyendo fotosensibilidad, lesiones discoidales, 
artritis/artralgia, nefritis, enfermedad cardiaca y pulmonar y desórdenes en el 
sistema nervioso central. 
Esta enfermedad está asociada con una AT acelerada y un incremento en el 
riesgo de padecer enfermedad cardiovascular [101] proceso que no es debido en su 
totalidad a los factores de riesgo tradicionales. Este hecho sugiere que la 
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autoinmunidad contribuiría a acelerar la AT mediante la generación de inmuno-
complejos y cambios en la respuesta de la inmunidad natural, activación del 
complemento, estrés oxidativo, incremento en la producción de adipoquinas, lípidos 
disfuncionales, y cambios en la producción y actividad de una compleja red de 
citoquinas [102]. 
2.2. Etiopatogenia. 
La etiopatogenia del LES es aún desconocida, aunque se ha sugerido que 
existe una interacción compleja y multifactorial entre numerosos genes y factores 
medioambientales que podrían estar involucrados. Múltiples genes participan en el 
desarrollo de esta enfermedad, incluyendo genes que codifican para el sistema del 
complemento y otros componentes del sistema inmune, tales como los genes del 
complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y clase II. Asimismo, la interacción 
del sexo y el medio hormonal, particularmente la actividad estrogénica frente a la 
actividad androgénica, puede modificar tanto la susceptibilidad a la enfermedad 
como el desarrollo clínico de ésta [103]. 
Un aspecto importante en la etiopatogenia del LES es el incremento en la 
apoptosis celular, combinada con una deficiencia en la eliminación de células 
apoptóticas. Esto puede ser debido a un defecto en la capacidad fagocítica de los 
macrófagos, un defecto cuantitativo o cualitativo de los componentes del sistema 
del complemento, o una deficiencia en la actividad de la enzima DNasa I. El defecto 
en la eliminación de las células apoptóticas lleva consigo la activación y maduración 
de las células dendríticas por efecto del material derivado de las células necróticas, 
que portan autoantígenos modificados. Esto da lugar a la presentación de 
autoantígenos a las células B y T autorreactivas, lo que conduce a la producción de 
autoanticuerpos, la inflamación crónica y el daño tisular [104]. 
La pérdida de la tolerancia inmune, un incremento de la carga antigénica, la 




como la producción de autoanticuerpos patogénicos tales como los autoanticuerpos 
antinucleares circulantes (anti-dsDNA, anti-Ro, anti-La, anti-Sm, anti-RNP) y 
anticuerpos antifosfolípidos, pueden contribuir asimismo a la patogénesis del LES. 
Además diversos factores ambientales como sustancias químicas y fármacos, 
luz ultravioleta, dieta, infecciones por virus y estrógenos ambientales (derivados del 
consumo de carne y leche procedente de animales alimentados con estrógenos 
sintéticos)- [105] son probablemente elementos requeridos en el origen de la 
enfermedad (Figura 8). 
 
Figura 8. Esquema de la patogénesis del LES. Figura adaptada al español [103]. Abreviaturas: 
APC, células presentadoras de antígeno (del inglés, antigen-presenting cells). 
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2.3. Enfermedad cardiovascular y aterosclerosis en el lupus eritematoso sistémico. 
Los pacientes lúpicos agrupan un gran  número de factores de riesgo 
cardiovascular clásicos o tradicionales. Diversos estudios epidemiológicos han 
comprobado que los pacientes con LES presentan una alta frecuencia de 
hipertensión arterial, dislipidemia, diabetes mellitus (por disminución significativa de 
la sensibilidad a la insulina y una alta prevalencia del síndrome metabólico) y 
obesidad, factores asociados a la presencia de placas ateroscleróticas carotídeas.  
A ellos se suman otros factores relacionados con el estatus inflamatorio 
crónico que sufren estos pacientes, así como otros directamente asociados a la 






Figura 9. Factores de riesgo cardiovascular en el lupus eritematoso sistémico. (César Magro-
Checa et al Riesgo CV en el LES Semin Fund Esp Reumatol 2012) Abreviaturas: ICAM-1, 
molécula de adhesión intracelular-1 (del inglés intracellular adhesion molecule-1); IL-6, 
interleuquina 6; IL-1, interleuquina 1; MCP-1: proteína 1 quimioatrayente de monocitos (del 
inglés monocyte chemoattracctant protein 1); PCR, proteína C reactiva; TNFα, factor de 
necrosis tumoral α (del inglés tumor necrosis factor α); VCAM-1, molécula de adhesión 
celular vascular-1 (del inglés vascular cell adhesion molecule-1). 
 
 
2.3.1. Factores de riesgo cardiovascular y aterosclerosis en el lupus eritematoso 
sistémico.  
2.3.1.1. Inflamación sistémica 
Diversos trabajos han demostrado que niveles séricos elevados de PCR son 
predictores de episodios cardiovasculares, de un mayor grosor de  la íntima-media 
carotídea y de la presencia de calcificación en arterias coronarias [106], [107]. Hoy 
en día la AT es considerada una enfermedad de carácter sistémico con un 
importante componente inflamatorio. En su desarrollo interviene una compleja red 
de mediadores inmunológicos y citoquinas que conducen a la aparición de células 
espumosas en la pared vascular con la posterior formación de estrías grasas y de 
placas [108], [109]. Esta respuesta sistémica inflamatoria responsable de la AT se ha 
propuesto como uno de los posibles nexos entre la AT y el LES [110].  
La activación del complemento también podría jugar un papel en la AT, y así 
ha sido sugerido, al encontrarse en los pacientes LES una asociación entre 
concentraciones séricas altas de C5 y AT temprana, así como entre niveles séricos 
elevados de C3 y la progresión del grosor de la íntima-media carotídea (GIMC) en un 
estudio prospectivo de 2 años de duración [111]. 
2.3.1.2. Autoanticuerpos. 
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Hace algunos años, Roman y colaboradores publicaron un estudio en el que 
valoraban la prevalencia de la aterosclerosis subclínica y su relación con otros 
factores clínicos en el LES. Encontraron una menor frecuencia de anticuerpos anti-
Sm, anti-RNP y anticardiolipina (ACA) en pacientes sin placas carotídeas [112]. De 
hecho, diversos estudios han asociado la presencia de ACA a la aterogénesis 
acelerada, posiblemente por su influencia en la activación de monocitos y células 
endoteliales [113,114], [114]. Posteriormente se postularon otros mecanismos para 
explicar la relación entre los ACA y la AT acelerada: la apolipoproteína A-I (apoA-I) es 
un componente del complejo HDL que ayuda a eliminar el colesterol de las arterias; 
se ha demostrado que los ACA muestran reacción cruzada con la apoA-I, por lo que 
su presencia se relaciona con una alteración del perfil lipídico [115]. Por otro lado, se 
ha descrito el papel protector de β2-GPI en la formación de la placa de ateroma: la 
β2-GPI previene la captación de las LDL-ox  por los macrófagos y de este modo su 
transformación en células espumosas  para constituir el núcleo de la placa 
ateromatosa. Esto ha llevado a pensar que la presencia de anticuerpos frente a β2-
GPI facilitaría la formación de células espumosas, y con ello de la placa de ateroma, 
al interferir en el mencionado papel protector de la β2-GPI [116]. 
2.3.1.3. HDL proinflamatoria. 
En relación con la mayor frecuencia de dislipidemia que padecen estos 
pacientes, se ha descrito un perfil lipídico aterogénico, que algunos autores han 
denominado “patrón lúpico de dislipoproteinemia”, caracterizado por 
concentraciones elevadas de colesterol total, triglicéridos, LDL, lipoproteínas de muy 
baja densidad (VLDL del inglés very low-density lipoprotein) y lipoproteína A, así 
como bajos niveles de HDL y actividad paraoxonasa [117]. En este contexto es 
interesante destacar la correlación directa existente entre la actividad del LES 
medida utilizando el índice de la actividad del lupus eritematoso sistémico (SLEDAI, 




dislipidemia [118]. Se ha descrito en el LES la presencia de lipoproteínas de alta 
densidad proinflamatoria (piHDL, del inglés proinflammatory high density 
lipoproteins), con menor capacidad para evitar la oxidación de LDL [109]. Algunos 
autores han demostrado mayores niveles de esta piHDL y de ox-LDL tanto en 
pacientes con LES en relación a donantes sanos, como en pacientes que han sufrido 
algún episodio cardiovascular en relación a los que no lo han padecido. Por ello, se 
ha propuesto a los niveles de piHDL como predictores independientes de la 
presencia de placas de ateroma en pacientes con LES. Entre los posibles mecanismos 
responsables de la capacidad proinflamatoria de esta piHDL, se ha postulado una 
alteración en la función de una enzima antioxidante ligada a la misma, denominada 
paraoxonasa 1 (PON1, del inglés paraxonase). La PON1 interviene en la inhibición de 
la oxidación de lipoproteínas y en el catabolismo de las ox-LDL; su modificación 
funcional haría que la HDL se viera mermada en su capacidad para prevenir la 
formación de las ox-LDL, aspecto que ha sido apoyado por los datos del estudio de 
Tripi y colaboradores, que concluyen que en los pacientes con LES la alteración de la 
PON1 se asocia con un mayor número de episodios cardiovasculares y 
cerebrovasculares [119]. Otros autores han demostrado que la presencia de piHDL 
incrementa el riesgo de padecer aterosclerosis subclínica en pacientes con LES, al 
hallarse asociada con un aumento de la prevalencia de la placa en la carótida y con 
un aumento del GIMC. La presencia de piHDL podría pues ayudar a identificar a 
pacientes con riesgo de aterosclerosis, pudiendo ser un biomarcador efectivo para 
determinar qué paciente con LES tienen riesgo de padecer una aterosclerosis 
subclínica[120]. 
Otro factor de riesgo implicado en la enfermedad cardiovascular asociada al 
LES, es la oxidación de la HDL. En su forma nativa, HDL tiene propiedades 
vasoprotectoras, eliminando de los macrófagos de la pared arterial el exceso de 
colesterol, mediante la vía del transportador dependiente de la unión de ATP 
(ABCA1, del inglés ATP-binding cassette transporter A1); además de poseer efectos 
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antiinflamatorios y antioxidantes [121], [122], [123], [124], mecanismos por los 
cuales la HDL puede prevenir o retrasar la oxidación de la pared de los vasos 
sanguíneos, mediante la unión de los iones metálicos, la eliminación de los 
fosfolípidos o lípidos oxidados y pequeñas cadenas de aldehídos procedentes de 
células y de la LDL. La actividad antiinflamatoria está muy unida a la actividad 
antioxidante, puesto que los lípidos oxidados poseen potentes propiedades 
proinflamatorias y pueden desencadenar la inflamación arterial. La HDL disminuye la 
expresión de moléculas de adhesión de las células del endotelio e inhibe la adhesión 
de monocitos sobre estas células y la entrada de células inflamatorias a la íntima 
[125] (Figura 10). 
No obstante, cuando la Apo A-I, la proteína más abundante dentro de la HDL, 
es oxidada vía cloración o nitración de los residuos tirosina (Cl-Tyr y N-Tyr HDL 
oxidada, respectivamente), la lipoproteína pierde su capacidad vasoprotectora e 
incrementa su actividad proinflamatoria [126], [121], [127], [128], [124], [129]. Los 
macrófagos activados inducen la actividad NADPH oxidasa para producir un gran 
flujo de peróxido de hidrógeno cerca de la membrana plasmática. Además secretan 
MPO, una enzima ligada a la inflamación, el estrés oxidativo e implicada en el inicio y 
progreso de la aterosclerosis. La MPO es liberada por los leucocitos en un estado 
inflamatorio y cataliza la formación de algunas especies reactivas, incluyendo el 
ácido hipocloroso a partir del peróxido de hidrógeno [130]. El ácido hipocloroso 




En cuanto a la nitración de la HDL en los tejidos ateroscleróticos, se ha 
observado que la mayor fuente de nitración es la MPO, siendo ésta y el ONOO- 
(peroxinitrito) quienes ayudan a la generación de HDL nitrada que aparece en el 
plasma [127].  
Figura 10.  Las especies reactivas de oxígeno modulan la función de la lipoproteína de alta 
densidad. Figura adaptada al español [64]. La lipoproteína de alta densidad (HDL, del inglés 
high-density lipoprotein) se compone de colesterol y esteres de colesterol, fosfolípidos, 
apolipoproteínas y enzimas involucradas en el transporte del colesterol como la colesterol 
aciltransferasa (LCAT, del inglés cholesterol acyltransferase) y la proteína colesterol ester 
transferasa (CETP, del inglés cholesteryl ester tranfer protein). El colesterol HDL también 
contiene enzimas antioxidantes como la paraxonasa-1 (PON1, del inglés paraxonase-1) que 
regula el medio redox local. El colesterol HDL posee propiedades antiaterogénicas y 
antiinflamatorias, aunque, cuando se expone a un exceso de especies reactivas de oxígeno 
(ROS, del inglés reactive oxygen species), la HDL puede someterse a modificaciones 
oxidativas estructurales y funcionales. Un incremento de ROS disminuye la actividad de PON1 
y LCAT y altera el medio redox, se oxidan las apolipoproteínas A-I (Ox-apo-A-I, del inglés 
oxidizes aopolipoptrotein-A-I) haciéndose ineficaz, y oxidando fosfolípidos (Ox-fosfolípidos). 
Elevados niveles de la proteína secretora fosfolipasa A2 (sPLA2, del inglés secretory protein 
phospholipase A2) promueven la liberación de fosfolípidos oxidados de la HDL y perturban el 
flujo del colesterol debido a un descenso de la expresión del transportador dependiente de la 
unión de ATP A1 (ABCA1, del inglés ATP-binding cassette A1). Además, las ROS incrementan 
las proteínas reactivas de la fase aguda (ARP, del inglés acute phase reactant proteins), las 
cuales se incorporan en la HDL, en vez de las proteínas ateroprotectoras. En conjunto, estas 
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Se ha descrito que los neutrófilos de pacientes lúpicos se activan y producen 
altos niveles de ROS en relación a los neutrófilos de los donantes sanos [131]. La 
producción de ROS está considerada un requisito esencial para la producción de 
NETs (NETs, del inglés neutrophil extracellular traps), fibras extracelulares 
compuestas de ADN, histonas y proteínas microbicidas que juegan un papel clave en 
la respuesta antimicrobiana [132], [133]. A través del proceso conocido como 
Netosis los neutrófilos expulsan una masa de fibras de cromatina que incluyen 
histonas, péptidos microbicidas y genera enzimas oxidantes como la elastasa (NE, 
del inglés neutrophil elastase), mieloperoxidasa (MPO), NADPH oxidasa (NOX) y la 
óxido nítrico sintasa (NOS, del inglés nitric oxide synthase). 
La NETosis es una forma diferente de muerte celular, distinta de la necrosis y 
apoptosis, en la cual ocurre la destrucción de las membranas internas, seguido de la 
decondensación de la cromatina y la liberación de ésta y el contenido granular al 
espacio extracelular [133], [134], [135]. La NETosis se propuso como un proceso que 
ocurría en el sistema inmune innato como respuesta a infecciones, pero estudios 
recientes sugieren que también podrían ser el centro de algunos eventos 
patológicos, ya que pueden promover el daño a tejidos, trombosis, aterosclerosis y 
autoinmunidad.  
Recientemente, se ha descubierto que los neutrófilos actúan como células 
proaterogénicas. Las NETs han sido halladas en lesiones ateroscleróticas tanto en 
ratones como en humanos [136]. Además, la actividad de enzimas oxidantes de las 
NETs se asocia de forma directa con la enfermedad cardiovascular [127], [137], 




autoinmunidad, ya que puede aumentar la carga autoantigénica. Esto es debido al 
hecho de que la mayoría de las proteínas que incluyen estas estructuras, como la 
MPO y el ADN de doble cadena (ds-DNA), actúan como potentes autoantígenos en el 
LES [139], [140]. Por lo tanto, el aumento de ADN del plasma, observado en los 
pacientes con LES, correlaciona con la presencia de anticuerpos contra las proteínas 
asociadas a las NETs [141]. El incremento de la capacidad de los neutrófilos de los 
pacientes con LES para formar NETs [142], junto con el deterioro de la capacidad 
para degradar estas estructuras por las nucleasas, podrían conducir a un daño tisular 
[143]. Más recientemente, se han descrito en los pacientes lúpicos una nueva 
población de neutrófilos, denominados granulocitos de baja densidad (LDGs, del 
inglés low density granulocytes), los cuales representan una forma inmadura de 
neutrófilos. En relación a los neutrófilos maduros de los pacientes con LES,  en los 
LDGs activados existe un aumento en los niveles de expresión de citoquinas 
proinflamatorias e interferón tipo I. Además, poseen una mayor capacidad para la 
formación de las NETs.  
Por lo tanto, los neutrófilos activados de los pacientes lúpicos, producen un 
aumento en los niveles de ROS que conducen a la formación de NETs aberrantes. Las 
NETs a su vez inducen trombosis, disfunción endotelial y daño vascular, 
promoviendo así el desarrollo de aterosclerosis prematura y enfermedad 
cardiovascular (Figura 11). 
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Figura 11. La función de la NETosis en la aterotrombosis de pacientes con LES. Las NETs 
pueden regular la trombosis a través de los siguientes mecanismos: a) interactúan con las 
plaquetas y eritrocitos, promoviendo así su adhesión, b) agregan proteínas como el TF o el 
factor de Von Willebran, c) inducen el daño vascular. Además, se encuentran proteínas 
embebidas en las NETs como las catelicidinas, las cuales, pueden reclutar monocitos en las 
arterias y estimular a las células dendríticas de las placas promoviendo la generación y 
agravando el proceso aterosclerótico. 
 
2.3.1.5. Disfunción endotelial y del tejido adiposo. 
La disfunción endotelial juega un papel muy importante en el desarrollo de la 
AT acelerada en pacientes con LES. La evidencia sugiere que la patología del LES 
acelera el daño vascular y que además los mecanismos para su reparación son 
inefectivos [144]. Se han observado niveles elevados de células endoteliales 
apoptóticas circulantes, dado que los mecanismos de eliminación de dichas células 
por los macrófagos también se encuentran alterados en estos pacientes. Además se 
han detectado marcadores de daño vascular y niveles bajos de células endoteliales 
progenitoras (encargadas de reparar el daño arterial) en sangre de pacientes con 
LES. Entre los procesos que intervienen en el daño endotelial destaca la formación 
de inmunocomplejos y la activación del complemento, características ambas del LES, 
así como el IFNα, que juega un papel importante tanto en el daño endotelial como 
en su reparación [110], [145]. Algunas sustancias responsables del daño endotelial, 
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incluso algunos trabajos prospectivos han demostrado una asociación entre los 
niveles séricos de homocisteína y la progresión del GIMC [111], [146]. Otra molécula 
identificada como factor involucrado en el desarrollo de la AT en pacientes lúpicos es 
la leptina, hormona derivada del tejido adiposo. Se ha comprobado que niveles altos 
de leptina aumentan el riesgo de AT subclínica en el LES. También se asocia con un 
aumento de otros biomarcadores inflamatorios, e incluso se ha propuesto como 
marcador para identificar a pacientes lúpicos con riesgo de AT [147]. 
2.3.1.6. Citoquinas 
Numerosas citoquinas contribuyen de forma positiva y negativa a la 
progresión y desarrollo de las placas de ateroma de pacientes con enfermedad 
cardiovascular. Sin embargo, aún no se tienen datos concluyentes del papel de 
muchas de estas citoquinas en el desarrollo de la aterosclerosis en pacientes lúpicos. 
Así, por ejemplo se sabe que el IFN (la citoquina proinflamatoria por excelencia) 
promueve la inestabilidad de la placa mediante la reducción de la producción de 
colágeno y la inhibición del crecimiento de células endoteliales y células musculares 
lisas. El IFN también promueve la formación de células espumosas y la ruptura de la 
placa. Otras citoquinas proinflamatorias clásicas, como el TNFα y la IL-1 son potentes 
activadores de macrófagos que promueven inflamación arterial y disfunción 
endotelial. También estimulan la diferenciación de monocitos en macrófagos y 
células espumosas. Altos niveles en suero de IL-6, causados por una inflamación 
aguda, conducen a un aumento de los niveles de PCR, y ambas se consideran 
marcadores independientes de mortalidad incrementada y enfermedad 
cardiovascular. Sin embargo, el papel de la IL-6 en la AT en pacientes con LES aún no 
está definida, de modo que se han asociado títulos elevados de esta citoquina con 
riesgo aterosclerótico en algunas cohortes de pacientes con LES, pero no en otros 
estudios longitudinales [148].  
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En suma, existen datos concluyentes sobre algunas citoquinas, clasificadas 
típicamente como pro-aterogénicas (IFNγ, TNFα, IL-6, IL-17, BAFF (del inglés B-cell 
activating factor), MIF (del inglés macrophage migration inhibitory factor), etc.) o 
anti-aterogénicas (IL-10). Dichos estudios también sugieren que algunas de estas 
citoquinas (IFNγ, TNFα, IL-4, IL-6) pueden ejercer efectos pro- o anti-aterogénicos 
dependiendo del estatus de la enfermedad [101]. 
Existe además una interrelación entre diversos parámetros inflamatorios, que 
contribuyen al desarrollo de AT en el LES, de modo que se ha demostrado que los 
niveles de moléculas de adhesión endoteliales (VCAM, ICAM  y E-selectina) y de 
TNFα, están asociadas con la AT y además son independientes de los factores de 
riesgo cardiovascular clásicos. Asimismo, el TNFα y otras citoquinas proinflamatorias 
como la IL-6 y la proteína quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1, del inglés 
monocyte chemoattractant protein 1) intervendrían en el desarrollo de la AT, 
aumentando la síntesis hepática de PCR y colaborando en la aparición del patrón 
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Figura 12. Mecanismos que participan en la aterogénesis y enfermedad cardiovascular en 
el LES. Figura adaptada al español [101] Abreviaturas: apolipoproteína I (ApoA-I); ß2 
glicoproteína I (β2-GPI); células NK (NK, del inglés natural killer);células endoteliales (ECs, del 
inglés endothelial cells); células del músculo liso vascular (VSMCs, del inglés vascular smooth 
muscle cells); estimulador de los linfocitos B (BLyS, del inglés B lymphocyte stimulator); factor 
de necrosis tumoral (TNF, del inglés tumor necrosis factor); interferón (IFN, del inglés 
interferon);interleuquinas (ILs, del inglés interleukins); lipoproteínas de alta densidad (HDL, 
del inglés high density lipoprotein);lipoproteínas de baja densidad (LDL, del inglés low density 
lipoprotein); proteína C reactiva (PCR). 
 
2.4. Estrés oxidativo. 
El estrés oxidativo  juega un papel muy relevante en la patogénesis del LES, a 
través de tres mecanismos principales: potenciación de la inflamación, inducción de 
apoptosis y ruptura de la tolerancia inmunológica. La generación de ROS 
proporciona moléculas oxidantes inductoras de un daño en la membrana lipídica de 
la célula, la oxidación proteica y el daño en el ADN. La reducción en la eliminación de 
cuerpos apoptóticos (por un defecto en la actividad fagocítica de los macrófagos) 
facilita la interacción de moléculas intracelulares con las ROS, lo que sienta las bases 
para la generación de nuevos autoanticuerpos en el LES. La depleción de glutatión, 
característica de estos pacientes, favorece esta cascada, puesto que puede conducir 
a un aumento transitorio del glutatión en su forma oxidada (GSSG), precipitando la 
apoptosis por activación de la enzima caspasa 3,  y promoviendo como consecuencia 
una mayor severidad de la enfermedad [149](Figura 13). 
El estrés oxidativo, a su vez, participa en el estado inflamatorio, ya que una 
excesiva producción de ROS puede modular la expresión de quimioquinas 
inflamatorias. El incremento en los niveles de quimioquinas en el suero y el 
desequilibrio en el estrés oxidativo  promueven a su vez el reclutamiento  de 
leucocitos a órganos y tejidos, facilitando así la inflamación sistémica que sufren los 
pacientes autoinmunes. En un estudio realizado  por Shah D y colaboradores [150] 




1B (MIP-1b, del inglés macrophage inflammatory proteins) estaban asociados con la 
peroxidación lipídica y estrechamente relacionados con la actividad de la 
enfermedad medida como SLEDAI  en pacientes LES. De forma paralela se observó 
una correlación negativa entre los niveles de MCP-1 y los de glutatión reducido 
(GSH, del inglés reduced glutathione). Estos datos sugieren que el estrés oxidativo 














Figura 13. Esquema general de la implicación del estrés oxidativo en la patología del LES. El 
estrés oxidativo  juega un papel muy relevante en la patogénesis del LES, a través de tres 
mecanismos principales: potenciación de la inflamación, inducción de apoptosis y ruptura de 
la tolerancia inmunológica. Abreviaturas:especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés 
reactive oxygen species); lipoperóxidos (LPO); proteína C reactiva (PCR). 
 
Hasta la fecha, sólo un estudio ha evaluado, in vivo, la asociación entre el 
estrés oxidativo y el daño vascular en estos pacientes. Así un estudio reciente por 
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Yilmaz y colaboradores desarrollado en 40 pacientes, demostró la existencia de una 
disfunción microvascular coronaria subclínica en pacientes LES que ocurría en 
ausencia de factores de riesgo cardiovascular tradicionales, pero se halló asociada al 
estado inflamatorio crónico y a la actividad antioxidante total del plasma de estos 
pacientes [152]. 
No obstante, aún no se ha analizado el estado oxidativo presente en los 
distintos subtipos de células inmunes en estos pacientes, su asociación con el estado 
inflamatorio y su papel en el desarrollo de aterotrombosis o la respuesta a terapia 
en pacientes LES.  
2.5. Nuevas terapias en el tratamiento del lupus eritematoso sistémico. 
El objetivo terapéutico en el LES debe incluir la estabilización de la 
enfermedad, evitando la aparición de nuevos brotes, la afectación de nuevos 
órganos y el desarrollo de daño tisular irreversible [153]. 
El tratamiento del LES se ha basado clásicamente en el uso de 
glucocorticoides, antipalúdicos (la hidroxicloroquina), ácido acetilsalicílico, 
antiinflamatorios no esteroideos, y diversos inmunosupresores (azatioprina, 
metotrexato, ciclosporina A, ciclofosfamida y micofenolato mofetil). Estos 
tratamientos han mejorado notablemente el pronóstico de la enfermedad en la 
mayoría de los pacientes, aunque no todos responden y en ocasiones su uso 
conlleva una importante toxicidad. 
Así, aunque los corticoides siguen siendo una de las terapias más efectivas 
para el manejo de la actividad en el LES, muestran un gran número de efectos 
metabólicos secundarios, tales como el aumento de la presión arterial, la glucosa, 
los lípidos y el peso corporal [154]. Asimismo, se ha probado que la duración de la 
corticoterapia se asocia con la enfermedad cardiovascular subclínica, de modo que  





La hidroxicloroquina, por el contrario, ha demostrado efectos cardiovasculares 
beneficiosos en pacientes con LES, siendo hoy en día un tratamiento de primera 
línea. Se ha comprobado que reduce los niveles de colesterol total, LDL y 
triglicéridos, y que incluso podría evitar la dislipidemia asociada a corticoides [156]. 
Datos más recientes abogan por un efecto tromboprotector, comprobándose una 
reducción de hasta el 68% en los episodios tromboembólicos en pacientes lúpicos  
tratados con hidroxicloroquina [157]. Este efecto lo ejercería, al menos 
parcialmente, a través de la inhibición de la activación plaquetaria mediada por 
anticuerpos antifosfolípido [158]. 
En los últimos años se han desarrollado terapias biológicas (TB) dirigidas a 
dianas clave en la patogenia del LES. Las terapias dirigidas a la depleción de células B 
se consideran tratamientos prometedores en pacientes lúpicos que no responden a 
la terapia convencional. El rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico anti-
CD20 que elimina linfocitos B pero permite la regeneración de las células madre. El 
rituximab promueve la lisis de células B a través del sistema del complemento y 
también causa apoptosis. Muestra efectos variables en los niveles de 
inmunoglobulinas, con reducción en los títulos de autoanticuerpos. Varios autores 
apuntan además la posibilidad de que el rituximab posea efectos adicionales sobre 
el sistema inmune [159], [160], [161]. Diversos grupos han publicado estudios de 
pacientes lúpicos tratados con rituximab con resultados positivos [162], [163], [164], 
[165], [166]. Entre los efectos adversos cabe destacar las infecciones y un elevado 
riesgo de recaídas. Un estudio reciente ha analizado los cambios operados en el 
perfil lipídico de pacientes LES tratados con rituximab [167]. Dicho estudio mostró 
un efecto positivo sobre los factores de riesgo cardiovasculares tales como las HDL, 
la ratio colesterol total/HDL y los niveles de TF. Esta mejora en las anomalías lipídicas 
y protrombóticas coincide con la reducción en la actividad de la enfermedad, medida 
mediante el índice BILAG (del inglés, British Isles Lupus Assessment Group Index). 
Dicho índice evalúa la presencia de actividad lúpica mediante la valoración de 86 
        Introducción 
53 
 
datos clínicos y de laboratorio referentes a 8 órganos y una reducción en los niveles 
de anticuerpos contra ADN de doble cadena (anti-dsDNA, del inglés anti-double 
stranded DNA). Dado que el rituximab no posee efectos directos conocidos sobre el 
metabolismo lipídico, es probable que los efectos positivos observados en el perfil 
lipídico de este grupo de pacientes estén mediados de modo indirecto a través de 
una reducción en la actividad inflamatoria de la enfermedad. No obstante, aún son 
necesarios estudios prospectivos con una mayor cohorte de pacientes para evaluar 
si este efecto favorable sobre el perfil lipídico contribuye a una menor incidencia de 
eventos cardiovasculares. 
Las estatinas podrían igualmente jugar un papel relevante en el tratamiento 
de pacientes lúpicos en relación a la prevención de la enfermedad cardiovascular y 
como fármaco inmunomodulador de la actividad inflamatoria crónica que presenta 
la enfermedad.  
A pesar de que existen algunas evidencias de las propiedades 
antiinflamatorias de las estatinas en pacientes lúpicos [168], [169] sus mecanismos 
de acción y efectos sobre la expresión génica y proteica en leucocitos de pacientes 
LES (como células clave en el desarrollo de aterotrombosis) aún son desconocidos. 
En suma, es aún necesaria la búsqueda de nuevas terapias alternativas, menos 
agresivas y más efectivas en el tratamiento de pacientes lúpicos, que puedan 
complementar las ya establecidas para la mejora de calidad de vida de estos 
























































Estudios recientes indican que las estatinas y los nuevos fármacos 
antioxidantes pueden desempeñar un papel importante en la prevención de los 
accidentes cardiovasculares asociados a las enfermedades autoinmunes sistémicas, 
principal causa de morbimortalidad, aunque es preciso definir las poblaciones y/o 
sujetos en los que sería posible obtener un beneficio real con estos tratamientos. 
También sería necesario definir previamente, mediante estudios in vivo e in vitro, los 
mecanismos celulares y moleculares por los que dichos compuestos ejercen sus 
efectos antitrombóticos. 
 
Por tanto, el objetivo principal de esta tesis es el análisis de los mecanismos 
reguladores del efecto de las estatinas y el coenzima Q10 en la prevención de la 





1. Analizar el papel del estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial en el estado 
pro-aterotrombótico inducido por los anticuerpos antifosfolípidos en pacientes con 
sídrome antifosfolípido y estudiar el efecto del tratamiento in vitro con  Coenzima Q 
en los monocitos de estos pacientes. 
 
2.  Evaluar el efecto in vivo e in vitro de la fluvastatina en el estado protrombótico 
de pacientes con síndrome antifosfolípido. 
 
3. Evaluar en pacientes con lupus eritemaso sistémico la eficacia de la fluvastatina 



































































I. MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION IN ANTIPHOSPHOLIPID 
SYNDROME: IMPLICATIONS IN THE PATHOGENESIS OF THE 
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The exact mechanisms underlying the role of oxidative stress in the 
pathogenesis and the prothrombotic or proinflamatory status of 
antiphospholipid syndrome (APS) remain unknown. Here, we investigate the 
role of oxidative stress and mitochondrial dysfunction in the 
proatherothrombotic status of APS patients induced by IgG-antiphospholipid 
antibodies (IgG-aPL) and the beneficial effects of supplementing cells with 
Coenzyme Q10 (CoQ10). A significant increase in relevant prothrombotic and 
inflammatory parameters in 43 APS patients was found compared to 38 
healthy donors. Increased peroxide production, nuclear abundance of Nrf2, 
antioxidant enzymatic activity, decreased intracellular glutathione, and 
altered mitochondrial membrane potential (∆ψm) were found in monocytes 
and neutrophils from APS patients. Accelerated atherosclerosis in APS 
patients was found associated with their inflammatory or oxidative status. 
CoQ10 preincubation of healthy monocytes before IgG-aPL treatment 
decreased oxidative stress, the percentage of cells with altered ∆ψm,, and the 
induced expression of tissue factor, VEGF and Flt1. In addition, CoQ10 
significantly improved the ultrastructural preservation of mitochondria and 
prevented IgG-APS-induced fission mediated by Drp-1 and Fis-1 proteins. In 
conclusion, the oxidative perturbation in APS patient leukocytes, which is 
directly related to an inflammatory and pro-atherothrombotic status, relies 
on alterations in mitochondrial dynamics and metabolism that may be 









Antiphospholipid syndrome (APS) is a clinical disorder characterized by 
thrombosis and pregnancy morbidity associated with the persistent presence 
of antiphospholipid antibodies (aPL) including anti-ß2-glycoprotein-I (anti-
β2GPI), lupus anticoagulant (LA) or both and complement factors1. 
Procoagulant cell activation, accompanied with tissue factor (TF) expression, 
and TF pathway upregulation are key events considered explaining the 
pathophysiology of thrombosis in patients with APS2,3. In addition, it has been 
shown that TF signalling activities in APS are mainly mediated by protease-
activated receptors (PARs)4,5. Accordingly, PAR1 and PAR-2-induced signalling 
is directly involved in the constitutive mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) activation6, and the increased expression found in patients with aPL 
antibodies of the proinflammatory cytokine vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and its receptor Flt1 7. Similar results have been reported in 
endothelial cells (ECs)8, platelets, and monocytic cell lines, and in in vivo 
models of aPL-induced thrombogenicity9-11.  
Notably, aPL antibodies also trigger an inflammatory cascade, and they have 
been associated with atherosclerosis as well as cerebrovascular and 
peripheral arterial diseases (CVD)12,13. Moreover, aPL antibodies may cross-
react with oxidized low-density lipoproteins (ox-LDLs), and both aPL and anti-
oxLDL antibodies have been implicated in the pathogenesis of atherosclerosis 
associated with systemic lupus erythematosus (SLE) and APS. It has been 
shown that aPL antibodies, in particular anti-β2GPI antibodies, can accelerate 
the influx of oxLDLs into macrophages14. Other autoantibodies, such as anti-
high-density lipoproteins (HDLs) and anti-apolipoprotein A-I, also have been 
detected in APS. In addition, macrophages and ECs bind to β2GPI during the 
atherosclerotic process. In this regard, anticardiolipin antibodies (aCL) can 
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induce monocyte adherence to ECs, which is mediated by adhesion molecules 
such as ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin. Thus, aCL antibodies might promote 
atherosclerosis by attracting monocytes into the vessel wall. Moreover, a 
correlation between serum levels of aCL and anti-β2GPI antibodies and the 
incidence and severity of acute coronary syndrome, myocardial infarction and 
stroke have been demonstrated previously15,16. Early endothelial 
dysfunction17, and increased carotid intima-media thickness (CIMT) also have 
been  observed in APS18. 
Various studies have evidenced that oxidative stress is directly involved in the 
pathophysiology of both APS and SLE. Mitochondrial dysfunction, 
accompanied with ATP depletion, oxidative stress, abnormal activation and 
death signal processing in lupus T cells have been demonstrated previously19. 
In the setting of APS, aCL antibodies seem to play an important role in the 
oxidative status by inducing nitric oxide (NO) and superoxide production, 
resulting in enhanced levels of plasma peroxynitrite, a powerful pro-oxidant 
substance20. Titers of aCL antibodies have been found positively correlated to 
plasma levels of F2-isoprostanes, sensitive markers of in vivo lipid 
peroxidation, indicating enhanced oxidative stress in APS21,22. Functional and 
structural arterial abnormalities were associated with lower activity of 
paraoxonase, an antioxidant enzyme linked to HDLs that prevents LDL 
oxidation. Moreover, in patients with aPL antibodies, HDL reduced NO 
bioavailability and showed impaired anti-inflammatory and antioxidant 
properties23.  
Thus, aCL antibody production has been associated with vascular disease, 
plasma oxidation, and endothelial activation. However, few studies have 
critically analyzed the precise pathogenic role of the aCL-induced oxidative 




oxidative stress markers in circulating leucocytes from APS patients have not 
been investigated, and the source of reactive oxygen species (ROS) in those 
cells and the cellular and molecular mechanisms regulating those processes 
remain elusive. Mitochondrial machinery is particularly susceptible to 
oxidative damage, and the mitochondrial integrity of circulating peripheral 
lymphocytes in APS, which perpetuate chronic inflammation and 
prothrombotic status, has not been fully investigated to date. 
Coenzyme Q10 (CoQ10; ubiquinone) is a vital component of the mitochondrial 
respiratory chain, with a crucial role in ATP production as the coenzyme for 
the mitochondrial complexes I, II and III26. CoQ10 provides membrane-
stabilizing properties and also acts as an antioxidant with cell-protective 
effects, including inhibition of LDL oxidation and thus the progression of 
atherosclerosis. Furthermore, CoQ10 decreases the production of 
proinflammatory cytokines, as well as blood viscosity, demonstrated to be 
helpful in patients with heart failure and coronary artery disease. Different 
studies have highlighted the beneficial effects of CoQ10 supplementation in a 
variety of clinical conditions, with emphasis on cardiovascular disease27,28. 
Yet, CoQ10 beneficial effects on APS patients with high risk of 
atherothrombosis have not been evaluated. 
We undertook this study to investigate the role of oxidative stress and 
mitochondrial dysfunction in the aPL-induced proatherothrombotic status of 











Forty-three patients fulfilling the classification criteria for APS, 25 with 
previous thrombotic events and 19 with pregnancy morbidity, and 38 healthy 
donors were included in the study (during a period of 24 months) after ethics 
committee approval was obtained at the Reina Sofia Hospital in Cordoba, 
Spain. All patients provided written informed consent in accordance with the 
Declaration of Helsinki. Patients were studied at least 9 months after their 
latest thrombotic event or pregnancy loss. We excluded all APS patients who 
had evidence of an underlying systemic rheumatic disease or other medical 
conditions or who were using drugs for any other conditions. None of the 
healthy controls had a history of autoimmune disease, bleeding disorders, 
thrombosis, or pregnancy loss.  
All patients were tested for the presence of aCL and lupus anticoagulant (LA) 
antibodies: IgG-and IgM-aCL were determined by ELISA using a commercial 
kit (Inova Diagnostics). Results were expressed in standard IgG- or IgM-aCL 
units (IgG phospholipid units GPL or IgM phospholipid units, MPL 
respectively). Lupus anticoagulant was detected according to the guidelines 
recommended by the Subcommittee for Standardisation of the International 
Society on Thrombosis and Hemostasis29. The characteristics of the patients 









Table 1. Clinical and laboratory parameters of the APS patients and the 
controls. 
 APS patients Healthy donors P 
Clinical parameters*    
Females/males  34/9 32/6  
Age, y 48.43±11.68 42.88±9.50 n.s. 
Arterial thrombosis (%) 18(42) 0  
Venous thrombosis (%) 7(16) 0  
Recurrences (%) 8(19) 0  
Pregnancy morbidity (%) 19(44) 0  
Obesity (%) 10(23) 2(5)  
Increased CIMT (%) 13(30) 2(5)  
Lupus anticoagulant positivity (%) 29(67) 0  
aCL IgG, GPL 48.64±97.57 1.96±2.70 .007 
aCL IgM, MPL 29.69±53.10 10.38±7.58 .038 
Anti-β2GPI, SGU 41.3±103.0 4.07±9.29 .022 
Antiplatelet, ASA/clopidogel (%) 17(39) 0  
Anticoagulant, 
warfarin/acenocoumarol (%) 
16(37) 0  
Hydroxychloroquine (%) 3(7) 0  
Laboratory parameters*    
Total cholesterol, mg/dL 195.88±38.07 208.31±31.12 n.s. 
Cholesterol HDL, mg/dL 52.68±13.95 63.62±15.45 n.s. 
Cholesterol LDL, mg/dL 118.18±33.93 126.45±29.66 n.s. 
Triglycerides, mg/dL 120.61±67.99 89.07±57.93 n.s. 
C reactive protein, mg/dL 5.80±10.80 1.84±4.81 n.s. 
Apolipoprotein A, g/L 140.19±19.12 159.26±28.12 .019 
Apolipoprotein B, g/L 89.57±19.13 89.57±21.64 n.s. 
 
GPL indicates IgG phospholipid units; MPL, IgM phospholipid units; SGU, standard 
IgG units; and n.s., not significant. 








The collection of peripheral venous blood samples for obtaining plasma and 
serum and for the preparation of purified monocytes (non-monocytes 
depleting kit; Miltenyi Biotech) and lymphocytes and neutrophils (dextran 
sedimentation) was performed as described previously3,5,7 (for details see 
supplemental Methods, available on the Blood Web site; see the 
Supplemental Materials link at the top of the online article). 
 
Flow cytometry analysis. 
Flow cytometric analysis was performed in white blood cells (WBCs) as 
described previously3, using a FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson) and 
monoclonal anti-human TF antibodies (clone TF9-6B4, FITC-conjugated; 
American Diagnostica), PAR2 and Flt1 FITC-conjugated (Santa Cruz 
Biotechnology), or to human CD14 PE-conjugated (Caltag). 
 
FlowCytomix. 
CD40L, IFN-α, IFN-γ, interleukin (IL)-6, IL-8, IL-10, monocyte chemotactic 
protein (MCP)-1, macrophage inflammatory protein (MIP)-1α, tissue 
plasminogen activator (tPA), VEGF-A, and soluble platelet-selectin levels were 
quantified in sera using a cytofluorimetry-based ELISA system (FlowCytomix; 
Bender Medsystem). Two-colour cytometric analysis was performed using FC-
500 MCL cytometer (Beckman Coulter). Data were obtained and analyzed 
using the FlowCytomix Pro Version 2.2.1 software. 
 
Confocal fluorescent microscopy and Image Analyses. 
The fluorescent probes dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA), and 




the alterations in the mitochondrial membrane potential (∆ψm) of monocytes 
treated in vitro with purified aCL antibodies. After 30-minute incubation with 
DCF-DA (20.5µM) and Rhodamine-123 (5µM), intracellular ROS and ∆ψm were 
monitored using confocal fluorescence microscopy (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss). 
To analyze the mitochondrial dynamics alterations and to follow the changes 
in the architecture of mitochondria as a consequence of APS-IgG treatment, 
cells were simultaneously incubated with MitoTracker (Invitrogen). For 
morphologic analyses of mitochondria, acquired images were analyzed with 
ImageJ Version 1.43u software (National Institutes of Health). 
 
Determination of oxidative stress biomarkers in WBCs. 
Oxidative stress biomarkers were analyzed in WBCs (lymphocytes, monocytes 
and neutrophils) using a dual-laser FACSCalibur flow cytometry system 
(Becton Dickinson). Test standardization and data acquisition analysis were 
performed using the CellQuest Version 3.3 software (Becton Dickinson). A 
forward and side scatter gate was used for the selection and analysis of the 
different cell subpopulations.  
For the assessment of ROS generation, including superoxide anion and 
hydrogen peroxide, cells were incubated with 20.5 µM DCF-DA at 37°C for 30 
minutes in the dark. For the detection of intracellular glutathione (GSH), 
WBCs were incubated with 1µM 5-chloromethylfluorescein diacetate 
(CMFDA) for 30 minutes in the dark. The cells were washed, resuspended in 
PBS, and then analyzed on a dual-laser FACSCalibur flow cytometry system. 
The MitoScreen assay kit (containing JC-1; BD Biosciences) was used (final 
concentration 2 µM) to assess ∆ψm according to manufacturer’s instructions.  
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Determination of plasma and cell oxidative stress biomarkers. 
The NO stable end products nitrite plus nitrate were measured in plasma 
using a commercial kit (Total Nitric Oxide Assay Kit; Thermo Fisher Scientific). 
Serum total antioxidant capacity (TAC) was measured by quantitative 
colorimetric determination, using TAC Assay Kit (BioVision). Nitrotyrosine, as 
a marker of nitrative stress, was measured in monocytes and neutrophils 
extracts with a competitive enzyme immunoassay (Cell Biolabs). 
Mitochondrial superoxide dismutase (SOD) activity (manganese-SOD), 
catalase (CAT) activity, and glutathione peroxidase (GPx) activity were 
assayed in cell lysates using specific kits (Cayman Chemical) according to 
manufacturer’s instructions.  
 
B-Mode Ultrasound IMT Measurements. 
All patients and controls underwent B-mode ultrasound imaging for carotid 
intima media thickness (CIMT) measurements. B-mode ultrasound imaging 
of the carotid arteries was performed as described previously 18,30 using 
Toshiba equipment (Aplio platform) equipped with 7– to 10- MHz broadband 
linear array transducers. For further details, see supplemental Methods. 
Plaque was defined as a focal structure that encroached into the arterial 
lumen of at least 50% of the surrounding intima media thickness (IMT) value 
or demonstrated a thickness more than 1.5 mm as measured from the 
media-adventicia interface to the intima-lumen interface30. 
 
Western blotting and EMSAs. 
VEGF, Flt1, inducible NO synthase, IκBα, Nrf2, actin, TFIIB, phospho-p38 
MAPK, p38 MAPK, FIS-1, OPA-1, DRP-1, MFN-1 and MFN-2, protein levels 




Biotechnology). Nuclear extracts (20 μg) were tested in electrophoretic 
mobility shift assays (EMSAs) for nuclear factor kappa B (NFκB)-binding 
activity (consensus oligonucleotides, 5′-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3′ and 
3′-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG-5′) using the digoxigenin EMSA kit (Roche 
Diagnostics) according to the manufacturer’s recommendations. 
 
Purification of IgG and in vitro exposure of normal monocytes to aPL 
antibodies. 
IgG from the pooled sera of 7 patients with APS (characterized by high titers 
of aCL, ie, >120 IgG phospholipid units) and from the pooled sera of 7 healthy 
subjects (as controls) was purified by protein G-Sepharose high-affinity 
chromatography (MAbTrap kit) following manufacturer’s recommendations. 
For in vitro studies, monocytes purified from healthy donors were cultured in 
serum-free RPMI 1640 containing 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 
mg/mL streptomycin and 250 pg/mL Fungizone (BioWhittaker/MA 
Bioproducts), at 37°C in a humidified 5% carbon dioxide atmosphere. Purified 
normal monocytes (1.5×106 cells/mL) were incubated either with normal 
human serum (NHS)-IgG (500 μg/ml) or purified APS patient-IgG (500 μg/ml) 
for 6 hours at 37°C. 
To test the effect of ROS inhibition on APS-IgG-induced monocyte activation, 
monocytes were pretreated for 1 hour at 37°C with antioxidants N-acetyl-L-
cysteine (NAC) or vitamin C (Vit C), and then incubated for 6 hours with 
purified APS patient-IgG (APS-IgG) or NHS (NHS-IgG) in the presence of the 
drugs. Mitochondrial function was evaluated in vitro by preincubating 
purified monocytes with CoQ10, rotenone, or antimycin, followed by 
stimulation with APS-IgG and analysis of ∆ψm by using the dyes JC-1 and 
TMRM (15 nM). 





Electron microscopy analysis of monocytes treated with APS-IgG in the 
presence or in the absence of CoQ10 was performed as described previously 
31-33. For further details, see supplemental Methods.  
 
Statistical analysis. 
All data are expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were performed 
using the SSPS 15.0 package (SPSS). After normality and equality of variance 
tests, comparisons were made by paired Student t test or alternatively using 
a nonparametric test (Mann–Whitney rank sum test). Correlations were 
assessed by Pearson product–moment correlation and association studies 
were performed with χ2 test. The independent association between different 
variables in univariate analysis was determined by multivariate regression 
analysis using SPSS Versin 15.0 for Windows statistical software. Differences 
















Clinical and analytical characteristics of APS patients. 
No significant difference between APS patients and controls was found in 
terms of traditional risk factors for atherosclerosis and inflammation (obesity, 
total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol or tryglicerides), except for 
apolipropotein A-I levels, which were found significantly altered in APS 
patients (Table 1).  
CIMT was significantly greater in patients with APS versus controls (0.95±0.23 
vs 0.67 ± 0.20 mm; p<0.05)  
 
Prothrombotic and Inflammatory parameters are dysregulated in APS 
patients. 
As reported in previous studies2,5,7 monocytes of APS patients showed 
increased cell surface expression of TF, PAR2 and Flt1 compared to the 
control group (Table 2). APS patients also displayed increased plasma levels 
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Table 2. Parameters of thrombosis, inflammation, and oxidative stress in 






Prothrombotic and proinflammatory 
parameters  
   
TF,  %    
Monocytes 47.13±23.08 28.39±22.20 .03 
Neutrophils 20.99±19.14 12.28±11.14 n.s. 
PAR2,  %    
Monocytes 10.55±8.9 5.90±3.60 .024 
Neutrophils 2.25±1.27 2.13±1.71 n.s. 
VEGF-R1, %    
Monocytes 70.84±24.62 50.06±31.81 .011 
Neutrophils 61.47±51.39 34.17±27.61 n.s. 
VEGF-A, pg/mL 605.26±500.73 347.29±221.33 .047 
sCD40L, ng/mL 16.32±22.16 22.85±19.30 n.s. 
IFN-α, pg/mL 87.60±145.71 168.47±258.58 n.s. 
IFN-γ, pg/mL 1.89±6.29 5.46±11.50 n.s. 
IL-6, pg/mL 0.03±0.10 0.11±0.15 n.s. 
IL-8, pg/mL 25.20±52.70 4.10±13.40 .030 
IL-10, pg/mL 22.30±61.20 35.69±79.49 n.s. 
MCP-1, pg/mL 627.10±251.60 486.79±157.14 .016 
MIP1-α, pg/mL 455.80±509.20 192.58±273.86 .016 
Soluble P-selectin, ng/mL 193.19±75.28 183.52±69.60 n.s. 
tPA, ng/mL 2.54±1.40 1.90±0.82 .049 
Oxidative status in plasma and 
monocytes 
   
TAC, plasma; mM Trolox equivalent 103.57±44.9 147.12±54.78 .005 
NO, plasma, µM 15.76±7.97 21.75±12.09 .035 
Nitrotyrosine, µM 729.10±695.76 196.75±201.41 .010 
Manganes-SOD, U/min/mL/µg protein 0.24±0.19 0.11±0.11 .019 
Catalase,nmoL/min/mL/µg protein 122.11±90.91 211.69±111.81 .025 




APS patients display an oxidative status. 
Peroxide production was notably increased in monocytes and neutrophils of 
APS patients (Figure 1A), whereas intracellular reduced GSH was significantly 
decreased in both cell types (Figure 1B). The percentage of cells with altered 
∆ψm was found significantly increased in monocytes and neutrophils from 
APS patients compared with cells isolated from healthy donors (Figure 1C). 
Given the well-characterized antioxidant actions of Nrf2 as a master regulator 
of antioxidant gene expression, we further evaluated the nuclear Nrf2 protein 
abundance by Western immunoblotting. We found a significant decrease in 
nuclear Nrf2 protein abundance in monocytes from APS patients in relation 
to the control group (Figure 1D). 
At the plasma level, a significant reduction of TAC in plasma from APS 
patients was found compared with healthy donors (P=0.001; Table 2) and 
might indicate a reduced capability to counteract ROS and resist oxidative 
damage. Plasma NO levels were significantly lower in APS patients versus 
healthy donors (P=0.034), probably as a consequence of its consumption 
after reacting with reactive substances such as superoxide, and the 
consequent formation of peroxynitrites. In support for that hypothesis, levels 
of protein tyrosine nitration were significantly increased in monocytes from 
APS patients compared with healthy donors (P=0.026; Table 2).  
A prominent increase in the activity of monocyte mitochondrial SOD 
(P=0.002) was found in APS patients compared with healthy donors. Yet, the 
activities of CAT and GPx were notably reduced (P=0.044 and P=0.007, 
respectively; Table 2). 
 





Figure 1. Cellular oxidative stress in APS patients. (A) Peroxide production in 
neutrophils, monocytes, and lymphocytes of APS patients, determined by addition of 
the fluorescent probe DCF-DA to the isolated cells and flow cytometry analysis. 
Representative histograms are shown in parallel with bar graphs showing the mean 
± SD of median fluorescence intensity (MFI) of all the patients (dotted bars) and 
healthy donors (empty bars) included in the study. (B) Intracellular gluthatione levels 
of neutrophils, monocytes, and lymphocytes of APS patients and healthy donors, 
determined by addition of the fluorescent probe CMF-DA and measurement as 
described for panel A. Representative histograms are shown in parallel with bar 
graphs showing the mean ± SD of MFI. (C) Proportion of circulating neutrophils, 
monocytes, and lymphocytes with depolarized mitochondria, determined with the JC-




controls are shown together with the bar graph showing the mean ± SD of all the 
patients and the controls included in the study (*P< .05 vs healthy donors). (D) 
Nuclear Nrf2 protein abundance in monocytes of representative APS patients and 
healthy donors. The nuclear abundance of the transcription factor TFIIB was used as 
a loading control. 
 
 
Correlation and association studies. 
Levels of aCL antibodies of IgG isotype positively correlated with the 
percentage of cells showing depolarized mitochondria (r=0.741; P=0.003; 
Figure 2A). Peroxide levels from monocytes and monocyte cell surface TF 
expression levels showed a significant positive correlation (r=0.773; P=0.029, 
Figure 2B). A further positive correlation was demonstrated between 
peroxide levels in monocytes and neutrophils and plasmatic tPA (r=0.839; 
P=0.049 and r=0.371; P=0.024, respectively; Figure 2C). We also found a 
negative correlation between plasma VEGF-A levels and TAC (r=-0.414; 
P=0.015; Figure 2D). Plasma levels of IL-8 and tPA were each other correlated 
(r=0.345; P=0.042), just as plasma levels of IL-8 and VEGF (r=0.490; P=0.028), 
plasma levels of VEGF and MCP-1 (r=0.652; P=0.002) and monocyte cell 
surface TF and PAR2 expression levels (r=0.502; P=0.029). 
Association studies showed that the occurrence of thrombotic events in APS 
was associated with previously reported factors (ie, aCL antibodies, TF; Figure 
2E) as well as with oxidative stress markers such as decreased ∆ψm and TAC 
(Figures 2F-G). TF, PAR2 and Flt1 cell surface expression in monocytes of APS 
patients was mostly associated with the occurrence of arterial thrombosis. 
Yet, the alterations found in different oxidative stress parameters in 
monocytes and neutrophils, including peroxide production, ∆ψm, and 
enzymatic antioxidant activity, were found related to the occurrence of both 
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types of thrombotic events (arterial or venous) and also to the occurrence of 
pregnancy loss (all P<0.05). 
In addition, among APS patients, those who had previously experienced a 
thrombotic event (particularly those with arterial occlusions) had greater 
CIMT compared with those without prior thrombosis (P=0.023). In contrast, a 
significant association was noted between the increased CIMT and the levels 
of aCL-IgG (P=0.024), the percentage of cells with altered ∆ψm (P= 0.046), the 
cell surface TF expression levels on monocytes (P=0.049), and the age of APS 
patients (P=0.041).  
Multivariate analysis of all the measured parameters and titers of aCL and 
anti-ß2GPI antibodies demonstrated that IgG aCL titers independently 
predicted increased CIMT (standardized β coefficient = 0.590; P=0.001), thus 
supporting an atherogenic role for IgG-aCL antibodies in APS patients. 
Moreover, titers of IgG-aCL antibodies independently predicted the 
mitochondrial damage (measured as percentage of cells with altered ∆ψm) 





Figure 2. Correlation and association studies among markers of oxidative stress 
and different markers related to autoimmunity, inflammation, and thrombosis in 
APS (statistical test: Pearson correlation analysis). (A) Positive correlation between 
levels of anticardiolipin antibodies of IgG isotype and the percentage of cells with 
impaired ∆ψm (depolarized mitochondria). (B) Positive correlation between peroxide 
levels in monocytes and cell surface expression of TF. (C) Positive correlation between 
peroxide levels in monocytes and plasma levels of tPA. (D) Negative correlation 
between plasma VEGF-A levels and TAC. (E) Relationship between the occurrence of 
thrombotic events and the levels of aCL antibodies of IgG isotype. Asterisk (*) 
indicates significant differences versus patients without thrombosis (P < .05). (F) 
Relationship between the occurrence of thrombotic events and the percentage of 
cells with depolarized mitochondria. (G) Relationship between the occurrence of 
thrombotic events and the levels of TAC in plasma. 
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aCL antibodies promote an oxidative status in APS monocytes. 
A 2-hour stimulation of monocytes with IgG-APS induced a marked increase 
in the levels of peroxides (supplemental Figure 1A) that remained 
significantly augmented for 12 hours. No such increase was observed with 
IgG-NHS or with nonspecific human IgG obtained from a commercial source 
(data not shown). In contrast, we found a significant decrease in the levels of 
intracellular reduced GSH, which lasted 12 hours after treatment with IgG-
APS (supplemental Figure 1B). In parallel, there was a steady decrease in 
nuclear Nrf2 protein abundance that remained for 24 hours (supplemental 
Figure 1C). 
The percentage of cells with depolarized mitochondria was significantly 
increased just after 2 hours of IgG-APS treatment (supplemental Figures 1D 
and 2), suggesting the involvement of the mitochondrial electron transport 
chain in the IgG-APS-mediated ROS generation.  
However, in contrast with our in vivo studies, we observed a significant 
increase in NO production in the supernatant of monocyte cell cultures, as 
soon as 2 hours after stimulation with IgG-APS was started, and lasting until 
12 hours. Accordingly, the expression of the inducible NO synthase was found 
significantly increased with the same time-response pattern (supplemental 
Figure 1E-F).  
Preincubation of monocytes for 1 hour with the antioxidants NAC or Vit C 
significantly reduced the IgG-APS-induced peroxide production, as monitored 
by flow cytometry and fluorescent micrographs of ROS production 
(supplemental Figure 3). The use of antioxidants also restored the levels of 
reduced GSH, NO production and inducible NO synthase expression 
(supplemental Figure 4). However, NAC or VitC pretreatments failed to 




shown), indicating that increased ROS production occurs down-stream of 
mitochondrial damage. Furthermore, no changes in the APS-IgG- induced 
increase in ROS production was found after cotreatment with 500 µM Nω-
nitro-L-arginine methyl ester up to 24 hours (data not shown). 
A significant reduction in the IgG-APS-induced expression of TF, VEGF and Flt1 
after cotreatment with NAC and Vit C was found. In parallel, the activities of 
p38 MAPK and NF-kB were down-regulated by the effect of those ROS 
inhibitors (supplemental Figure 5). 
 
Mitochondrial dysfunction is directly involved in the prothrombotic status 
of APS. 
A significant inhibition of ROS generation induced by IgG-APS was observed 
after pretreatment of monocytes with rotenone and antimycin A, as well as 
with CoQ10 (Figure 3), strongly supporting the participation of the 
mitochondrial electron transport chain in the oxidative perturbation induced 
by these autoantibodies. In addition, CoQ10 significantly diminished the 
percentage of cells with altered ∆ψm, and reversed the depolarization of the 
mithcondria resulting from IgG-APS treatment, as monitored by flow 
cytometry and fluorescence micrography (Figure 4). Notably, preincubation 
of monocytes with CoQ10, followed by treatment with IgG-APS, promoted a 
significant reduction in the increased expression of the thrombotic and 
proinflammatory markers TF, VEGF and Flt1, along with the intracellular 
signaling pathways regulating their expression (Figure 5). 





Figure 3. Effects of mitochondrial inhibitors and the mitochondrial cofactor CoQ10 
on IgG-APS-induced generation of peroxides. (A) Cells were preincubated with 
rotenone (Rot) or antimicin A (Antim) for 1 hour, or with CoQ10 for 24 hours, 
washed, and then stimulated with IgG-APS or IgG-NHS in the presence of the drugs. 
This figure shows representative flow cytometry histograms of DCF-DA fluorescence 
for each group of treatment. (B) Bar graph represents the mean of MFI ± SEM of 4 
independent experiments. Significant differences (at P < .05) versus monocytes 
treated with IgG-NHS (a) and versus IgG-APS-treated cells (b). (C) Representative 
fluorescent photomicrographs of ROS production by monocytes stimulated as 
described in panel A. Images were acquired with a LSM 5 Exciter confocal microscope 
(Carl Zeiss), driven by ZEN 2008 software by exciting at 488 nm to detect the DCF-DA 
fluorescence, and at 405 nm for 4,6-diamidino-2-phenylindole fluorescence. Samples 





Figure 4. Effect of treatments with CoQ10 on monocytes mitochondrial dysfunction 
promoted by IgG-APS. (A) Cells were preincubated with CoQ10 for 24 hours, washed, 
and then stimulated with IgG-APS or IgG-NHS in the presence of the drugs. Then, the 
proportion of monocytes with depolarized mitochondria was determined with the JC-
1 MitoScreen assay. (B) Using the dye TMRM, the change in mitochondrial 
membrane potential was further monitored by flow cytometry. Values are means 
and SEM from 4 independent experiments. Significant differences (at P < .05) versus 
monocytes treated with IgG-NHS (a) and versus IgG-APS-treated cells (b). (C) 
Representative fluorescent photomicrographs of mitochondrial damage 
(magnification, x20) after incubation of monocytes (treated as described in panels A 
and B) with the probe Rhodamine-123 that only stains cells in which ∆ψm  is intact. 
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Figure 5. Effects of CoQ10 on IgG-APS-induced expression of prothrombotic markers 
and intracellular pathways. (A) Cell surface TF expression in monocytes treated with 
IgG-APS or IgG-NHS in the presence or in the absence of CoQ10. Values are means and 
SEM from 4 independent experiments. (B-D) Representative electrophoretic mobility 
shift assay and Western blotting results from 4 separate experiments showing, 
respectively, VEGF and Flt1 expression, p38 MAPK activity, and NF-κB binding activity 
after the treatments indicated. Significant differences (at P < .05) versus monocytes 
treated with IgG-NHS (a) and versus IgG-APS-treated cells (b). 
 
IgG-APS treatment promotes significant changes in mitochondrial 
ultrastructure and dynamics. 
Electron microscopy studies revealed that mitochondria of monocytes 
treated with IgG-APS showed a lower size and poorer ultrastructural 



























































































evaluated, the pretreatment with CoQ10 promoted an increase in 
mitochondrial size and improved ultrastructural preservation (Figure 6A).  
These results were confirmed in planimetric analysis of individual 
mitochondria, showing a reduction in their size after IgG-APS treatment but 
an increase in size when monocytes were preincubated with CoQ10 
(supplemental Figure 6). Stereologic analysis showed that numerical density 
of mitochondria was significantly increased but that volume density was 
decreased in cells treated with IgG-APS and that these effects were abolished 
by CoQ10 (supplemental Figure 6). These observations are consistent with 
increased mitochondrial fission in IgG-APS-treated cells.  
To support this interpretation, we studied how treatment with IgG-APS 
affected levels of proteins known to regulate mitochondrial dynamics of 
fission and fusion36,37. As depicted in Figure 6B, treatment of monocytes with 
IgG-APS resulted in a strong increase in cellular levels of proteins stimulating 
mitochondrial fission, namely, Drp-1 and Fis-1. Interestingly, preincubation of 
cells with CoQ10 largely abolished this increase. In the proteins related with 
mitochondrial fusion, we observed that IgG-APS treatment resulted in either 
no change (Mfn-1) o slight increases (Mfn-2 and Opa-1). In the latter case, the 
effect of IgG-APS also was abolished by pretreatment of cells with CoQ10. 
Further studies were performed to analyze the mitochondrial dynamics in the 
setting of APS. As shown in Figure 7A, the IgG-APS-induced ROS production 
was accompanied by mitochondrial fragmentation, so that the number of 
cells containing fragmented mitochondria increased by a 50% in 2 hours of 
treatment (Figure 7B). We then analyzed mitochondrial morphologies by 
computer-assisted morphometric analyses that calculated the number of 
mitochondria per cells and their area. The increased number of mitochondria 
at each time point (Figure 7C) as well as the reduced average values of area 
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of each mitochondria (Figure 7D) indicated fragmentation as a consequence 
of IgG-APS treatment. CoQ10 pretreatment prevented mitochondrial fission 
and restored the mitochondrial size found in IgG-NHS- treated monocytes.  
Finally, to understand mechanistically the effect of IgG-APS on monocytes 
activation and mitochondrial damage, DyLight 488-labelled IgG-APS was 
added to monocytes. Neither intracellular fluorescence nor overlapping with 
the mitochondrial dye was detected, suggesting the occurrence of an indirect 
pathway of activation (supplemental figure 7). Taken together, our structural 
and biochemical data are indicative that aCL antibodies affect mitochondrial 
dynamics towards an enhanced rate of fission. 
Figure 6. Changes in mitochondrial ultrastructure and dynamics in IgG-APS-treated 
cells and effects of CoQ10 pretreatment.  Monocytes were treated with IgG-APS or 
IgG-NHS in the presence or in the absence of CoQ10 and then fixed with aldehydes, 




sections were cut and stained with uranyl acetate and lead citrate for observation 
with electron microscope. Alternatively, after cell treatments extracts were obtained 
as described under “Western blotting and EMSAs”, the proteins were separated by 
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose sheets, and stained with antibodies against 
proteins controlling mitochondrial fission (Drp1 and Fis1) and fusion (Mfn1, Mfn2, 
and Opa1). (A) Representative pictures of mitochondria from cells treated as 
indicated. Bar represents 1 µm. (B) Western blot detection of proteins controlling 
mitochondrial dynamics. Approximately 20 µg protein was loaded in each lane. This 
figure depicts a representative result from 3 independent determinations. 
 
 
Figure 7. IgG-APS-induced mitochondrial fragmentation. (A) Monocytes were plated 
in glass- bottomed Petri dishes in phenol red-free RPMI 1640, pretreated for 15 
minutes with 50 nM MitoTracker Red (excitation 581/emission 644 nm), and then 
incubated for 6 hours with NHS-IgG or APS-IgG at 37º C in a humidified 5% carbon 
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dioxide atmosphere. Cells were imaged in vivo 1-hour intervals by confocal 
microscopy under exactly identical instrument setting for all stimuli. Samples were 
viewed with an EC Plan-Aprochromal 63x/1.40 numerical aperture oil objective. 
Fragmented mitochondria were prevalent after 2 hours of APS-IgG treatment. CoQ10 
pretreatment prevented mitochondrial fission and restored the mitochondrial size 
found in untreated or IgG-NHS-treated monocytes. (B) Percentage of cells with 
fragmented mitochondria at each time point is shown. (C-D) Analysis of 
mitochondrial morphologies by computer-assisted morphometric analyses that 
calculated the number of mitochondria per cell and their area. Asterisks (*) indicate 
significant differences (at P <.05) versus IgG-NHS-treated cells. 
 
DISCUSSION 
Our study for the first time provides evidence for a significant oxidative 
perturbation in APS patients leukocytes, directly related to an inflammatory 
and proatherothrombotic status. Moreover, those perturbations rely on the 
altered mitochondrial dynamics and metabolic processes, which generate 
free radical species. 
Large in vitro and in vivo experimental evidence supports the pathogenic role 
of aPL in the setting of APS36. Moreover, autoantibody titer has been 
suggested to be a key variable defining the eventual thrombotic risk for a 
given patient, so that the highest aPL levels are more predictive for the 
clinical manifestations2. Accordingly, we found that patients with higher aPL-
IgG titers showed a strong association with the development of thrombotic 
events and also with the increased IMT of the carotid arteries. The issue of 
early atherosclerosis development in APS patients has shown controversial 
data in past years. In our series, the presence of plaques in carotid arteries in 
a significant number of APS patients is in favor of the evidence of an 




greater IMT in APS, related to the titer of aPL-IgG37-39. Moreover, our data 
point to the existence of premature atherosclerosis as a clinical feature of 
thrombotic APS patients, so that in our series, 11 of 12 of the APS patients 
who presented increased IMT values had suffered at least 1 thrombotic 
event. In addition, our results agree with a recent study showing that 
premature atherosclerosis, as defined by IMT, occurs in thrombotic APS over 
30 years18. Premature atherosclerosis might be facilitated by the existence of 
an inflammatory status in APS, which seems not to be coordinated by 
“classic” cytokines such as TNF-α or IL-6 but by other known inflammatory 
mediators, including VEGF and tPA, as well as various chemokines (IL-8, MCP-
1 or MIP-1α) whose main function is to recruit, eg, neutrophils, monocytes, B 
cells, T helper cells to the sites of inflammation40,41. Thrombus formation is a 
key event in the development of the intimal thickening considered to 
comprise the early stage of atherosclerosis plaque formation. Many studies 
have demonstrated that TF is present in atherosclerosis lesions and 
contributes to atherogenesis42. TF mediates the responses that are critical for 
hemostasis and thrombosis, as well as inflammatory reactions. Thus TF, 
whose expression is also significantly increased in monocytes of APS patients, 
together with factors downstream of the coagulation cascade and the PAR2 
activation system, would act as an additional multifactorial regulator of 
atherogenesis42. 
A likely mechanism by which circulating WBCs may become damaged is 
through oxidative stress. There is substantial evidence showing oxidative 
damage to lipids and proteins in APS20,23. The data from the present study 
showed an increased production of ROS by monocytes and neutrophils that 
disturbs the redox status that in turn may influence the expression of 
prothrombotic and proinflammatory molecules. That increase was 
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accompanied by a significant reduction in the capacity of cells to counteract 
ROS, as demonstrated by the observed reduction in both the intracellular 
levels of GSH and the TAC of plasma in such patients. These results were in 
accordance with the recent report by Shah et al,40 demonstrating a significant 
reduction in plasma GSH in SLE. Thus, our study provides further evidence 
that, as reported previously43, altered GSH concentrations may play an 
important role in pathologic conditions prevalently elicited and maintained 
by inflammatory and immunologic response mediated by oxidative stress 
reactions. 
Nrf2 is a master regulator of cellular antioxidant defense, being a 
transcriptional activator of glutamate cysteine ligase catalytic subunit44, and 
driving the GSH redox pair (GSH/ oxidized GSH) toward a more reduced state 
through enhanced biosynthesis of GSH45. In the present study, the levels of 
nuclear Nrf2 were repressed in monocytes from APS patients, in parallel with 
the reduced intracellular levels of GSH. These data might suggest a defect in 
the Keap1-Nrf2 pathway that prevents the nuclear translocation of Nrf2 in 
response to an increased oxidative status in the APS cells, thus hampering the 
necessary elevation in intracellular GSH under these conditions. Further 
experiments are needed to elucidate the role of Keap1-Nrf2 pathways in APS.  
Reduced activities of CAT and GPx were found in monocytes and neutrophils 
of APS patients, perhaps because of the inactivation of the enzymes by 
overproduction of hydrogen peroxide (H2O2)
46. These data further paralleled 
the results found in recent studies in plasma of SLE and rheumatoid arthritis 
patients. 40,47On the contrary, the manganese-SOD levels were found 
significantly increased. It seems possible that increased SOD dismutation of 
O2




data further agree with the results found by Zhang et al in plasma of SLE 
patients48.   
In the present study, the overall oxidative status was mostly evaluated in 
WBCs, instead of plasma. Thus, our results confirm previous studies and show 
that oxidative stress is further promoted in circulating WBCs, including 
monocytes and neutrophils of APS patients. Moreover, the observed increase 
in the activity of the mitochondrial SOD isoform in those cells suggests the 
direct involvement of this organelle in the oxidative process. Accordingly, our 
data revealed that monocytes and neutrophils of APS patients had significant 
losses in ∆ψm, indicating that a large proportion of white blood cells 
contained mitochondria that have lost the capacity to function optimally. 
Mitochondrial perturbations were related to the autoimmune condition, as 
well as to the inflammatory and prothrombotic status of APS patients, as 
suggested by strong positive correlations with the titers of aCL antibodies of 
IgG isotype, as well as by the association found between the increased 
percentage of cells with depolarized mitochondria and the heightened 
occurrence of thrombotic events. Moreover, the presence of an increased 
CMIT in those patients was associated with that mitochondrial alteration. 
The association found in vivo between the titers of aPL-IgG and various 
parameters related to oxidative stress, inflammation, and thrombosis in APS 
encouraged us to further analyze new molecular insights in the pathway 
triggering atherotrombosis in this autoimmune disease. Our in vitro studies 
indicated that the binding of IgG-APS to the monocytes elicited a redox-
sensitive signaling pathway that controls the prothrombotic phenotype. The 
IgG-APS-induced ROS production exerted a prominent effect in the activation 
of a specific signaling cascade: the activation of p38 MAPK and the 
subsequent induction of NF-kB activation. The latter contributes to the aPL-
                                                                                                                           Capítulo I 
85 
 
mediated increase in TF expression3, and the former also is involved in the 
induced expression of VEGF and Flt17. Inhibiting the rise in ROS levels by NAC 
and Vit C prevented both p38 MAPK and NF-kB activation, and protein up-
regulation of TF, VEGF, and Flt1 in response to IgG-APS. Similar results were 
found in a study by Simoncini et al in endothelial cells49. We could further 
demonstrate the involvement of the mitochondrial electron transport chain 
in the generation of peroxides induced by IgG-APS, as suggested by the 
significant inhibition by rotenone, antimycin A, and the mitochondrial 
cofactor CoQ10. 
Several studies have detached the beneficial effects of CoQ10 
supplementation on cardiovascular disease (reviewed in Littarru and Tiano27). 
The rationale for the use of CoQ10 as a therapeutic agent is based on its 
fundamental role in mitochondrial function. Our results indicated that CoQ10 
not only improves the ultrastructural preservation of mitochondria and 
increases mitochondrial size but also prevents the IgG-APS-induced 
mitochondrial fission. Recent studies suggest that changes in mitochondrial 
morphology and function may affect a variety of aspects of cardiovascular 
biology (reviewed in Ames37), and inhibiting mitochondrial fission has been 
reported to be cardioprotective50. Accordingly, our study demonstrated 2 
beneficial effects of CoQ10 in vitro, namely, the prevention of mitochondrial 
dysfunction and oxidative stress and the suppression of the expression of 
prothrombotic markers relevant to the pathophysiology of APS 
(Supplemental Figure 8). Clinical trials are required to evaluate the beneficial 
effects of CoQ10 supplementation in the treatment of APS patients. 
In conclusion, our results support the following: (1) The binding of aPL-IgG to 
the monocyte membrane elicits a redox-sensitive signaling pathway that 




the setting of APS. (2) The occurrence of oxidative stress associated with an 
increased atherothrombotic risk in APS patients in vivo agrees with the 
induction of oxidative stress by IgG-APS in vitro. (3) Mitochondrial 
dysfunction is crucial in the pathophysiology of APS. The binding of aPL-IgG to 
the monocyte membrane compromises mitochondrial activity, and 
mitochondrial dynamics is altered toward enhanced rates of fission. (4) CoQ10 
treatment ameliorates mitochondrial dysfunction and oxidative stress and 
reduces the expression of prothrombotic and proinflammatory markers. 
Thus, CoQ10 may be considered as a safe adjunct to standard therapies in APS 
patients, particularly in those suffering thrombosis.  
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Peripheral venous blood samples were collected in sterile precooled tubes 
containing 0.129M sodium citrate (1/9 [volume/volume]; Becton Dickinson, 
Meylan, France). A selected volume of the samples was centrifuged at 4000 
rpm. Plasma and serum were aliquoted and stored at -80°C until their 
analysis. Samples were used for the preparation of purified monocytes, 
lymphocytes and neutrophils, and for the estimation of lipid profile, 
inflammatory parameters, and the activity of oxidant and antioxidant 
enzymes. Laboratory markers of inflammation (C-reactive protein), clinical 
parameters (arterial or venous thrombosis, pregnancy morbidity) and 
traditional risk factors for atherosclerosis (obesity, total cholesterol, HDL 
cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, apolipoproteins A and B), were 
established as part of routine patient management. 
 
White blood cells isolation. 
Peripheral venous blood samples were centrifuged at 500g for 10 minutes at 
4°C to remove platelets. Human polymorphonuclear neutrophils (PMNs) were 
isolated using a standard method of dextran sedimentation prior to 
centrifugation in a Ficoll Hypaque gradient and hypotonic lysis of 
erythrocytes. Purified neutrophils contained >98% viable cells, as determined 
by trypan blue exclusion. Monocytes were isolated by depletion of non 
monocytes, using a commercial kit (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 
Germany). 
 




All patients and controls underwent B-mode ultrasound imaging for Carotid 
Intima-media thickness (IMT) measurements.  B-mode ultrasound imaging of 
the carotid arteries was performed as previously described (27,38,47,48) by 
using Toshiba equipment (Aplio platform) equipped with 7–10 MHz 
broadband linear array transducers.  
Patients were examined in the supine position, with the head turned 45° 
contralateral to the side of scanning. Three carotid arterial segments were 
assessed: the common carotid (1 cm proximal to the bulb), the carotid bulb 
(between the dilatation and flow divider), and the internal carotid (1 cm 
distal to the flow divider). Of each segment, the near and the far walls of 
the left and right carotid artery segments were imaged at 2 different angles. 
The maximum distance of the intima-media thickness, defined as 
“maximum IMT” was calculated for each view.  Plaque was defined as a 
focal structure that encroached into the arterial lumen of at least 0,5 mm or 
50% of the surrounding IMT value or demonstrated a thickness >1.5 mm as 




Samples of about 1 ml of cultured cells were pre-fixed for 15 min in an equal 
volume of glutaraldehyde-paraformaldehyde mixture in 0.1 M cacodylate 
buffer so that final concentrations of fixatives were 1.25 and 1% respectively. 
Then, cells were pelleted by centrifugation at 1800 rpm for 5 min at 4°C in 
Eppendorf tubes and the following processes were performed in the same 
tubes. Cell pellets were fixed in a mixture of 2.5% glutaraldehyde-2% 
paraformaldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer for 4 h and post fixed in 
1% osmium tetroxyde for 1 h at 4ºC in the same buffer. After dehydration in 
                                                                                                                           Capítulo I 
97 
 
an ascendant series of ethanol, the pieces were transferred to propylene 
oxide and sequentially infiltrated in EMbed 812 resin. We used the sequence 
propylene oxide-resin 2:1; 1:1 and 1:2 throughout 24 h. Afterwards, samples 
were transferred to pure resin for 24 h. Then, the tubes were transferred to 
an oven at 65 ºC and allowed to resin polymerization for 48 h. 
Once removed from the tubes, the resin blocks were sculpted and sectioned 
in an Ultracut Reicher ultramicrotome and sections were mounted on nickel 
grids. After staining in aqueous 4% uranyl acetate and Sato’s lead citrate39, 
the sections were observed in a Philips CM10 electron microscope. Pictures 
were taken at different magnifications using a digital camera.  
We obtained low magnification pictures to evaluate cell sizes as well as the 
number of mitochondria profiles per cell. Higher magnifications were used to 
get pictures of individual mitochondria to obtain several parameters referred 
to this organelle. On higher magnification pictures, we measured parameters 
such as area, maximum and minimum diameters and the sphericity or 
circularity coefficient of each mitochondrion. From these data we also 
calculated the mean volume of mitochondria in each experimental group. The 
number of cells and mitochondria evaluated is included in the corresponding 
figure legend text. Measurements were performed using ImageJ 1.40g 
software (N.I.H., U.S.A.). 
In addition to the planimetric study, we performed a stereological analysis of 
the samples in order to get information on volumetric parameters referred to 
mitochondria. Thus, volume density (Vv) and numerical density (Nv) were 
obtained following a point analysis according to the methods previously 
described40,41. Briefly, we selected 15-20 pictures of whole monocytes of each 
experimental group and performed a point-counting method40 using a simple 




applied to obtain Vv of mitochondria. Mitochondrial Vv is defined as the cell 
volume occupied by this organelle (m3 mitchondria/m3 cell). 
The numerical density of mitochondria (Nv) was obtained using the formula 
 
 
where “Na” is the numerical profile density (number of mitochondria/m of 
cell) and k and β are mitochondrial size distribution and shape coefficient 
respectively. These coefficients were calculated using the results of the 
previous planimetric measurements in monocytes and assimilating 
mitochondrial shape to prolate spheroids. Mitochondrial Nv is defined as the 
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Supplemental Figure Legends 
Supplemental Figure 1. Effects of aCL antibodies on the oxidative status of 
monocytes. A. Time-dependent up-regulation of peroxide production in 
monocytes. Monocytes were stimulated for 24 h with IgG-APS (dotted bars) 
or IgG-NHS (empty bars). Peroxide production was monitored at 2h intervals 
by flow cytometry (see Material and Methods for further details). B. Time-
dependent down-regulation of intracellular GSH in monocytes. Monocytes 
were treated as described above. GSH production was monitored by flow 
cytometry. C. Representative Western blotting results from four separate 
experiments showing a steady decrease of nuclear Nrf2 protein abundance in 
monocytes treated as described. The nuclear abundance of the transcription 
factor TFIIB was employed as a loading control. D. Time-dependent up-
regulation of the percentage of cells with depolarized mitochondria in 
monocytes. Monocytes were treated as described above. Then, the 
proportion of monocytes with depolarized mitochondria was determined 
with the JC-1 mitoscreen assay. E. Time-dependent up-regulation of NO 
production in the supernatant of monocytes cell cultures. Monocytes were 
treated as described above. Then supernatants were collected and NO was 
measured at 2 h intervals (see Material and Methods for further details). F. 
Representative Western blotting results from four separate experiments 
showing a time-dependent increase of iNOS protein expression in monocytes 
treated as described. * Significant differences at P<0.05 vs IgG-NHS treated 
cells. 
 
Supplemental Figure 2. Effects of aCL antibodies on monocytes 
mitochondrial dysfunction. Monocytes were stimulated for 24 h with IgG-




change in mitochondrial membrane potential over time was monitored by 
flow cytometry. The lower levels of TMRM florescence resulting from IgG-APS 
treatment reflected the depolarization of mitochondrial membrane potential. 
Values are means and SEM from 4 independent experiments. * Significant 
differences at P<0.05 vs monocytes treated with IgG-NHS. 
Supplemental Figure 3. Effects of antioxidants on IgG-APS induced 
generation of peroxides. A. Cells were pre-incubated with NAC or VitC for 1 
h, washed and then stimulated with IgG-APS or IgG-NHS in the presence of 
the drugs. Representative flow cytometry histograms of DCF-DA fluorescence 
for each group of treatment are depicted. B. The bar graph represents the 
mean of MFI ± SEM of four independent experiments. Significant differences 
at P<0.05, a, vs monocytes treated with IgG-NHS; b, vs IgG-APS treated cells. 
C. Representative fluorescent photomicrographs of ROS production by 
monocytes stimulated as described above (magnification x 20). 
 
Supplemental Figure 4. Effects of antioxidants on nitric oxide and 
intracellular GSH levels and the expression of iNOS modulated by IgG-APS 
treatment.  A. Intracellular GSH. Cells were pre-incubated with NAC or VitC 
for 1 h, washed and then stimulated with IgG-APS or IgG-NHS in the presence 
of the drugs. Thereafter, cells were incubated with the probe CMF-DA and 
analyzed by flow cytometry. The bar graph represents the mean of MFI ± SEM 
of four independent experiments. B. NO production in the supernatant of 
monocytes cell cultures. Monocytes were treated as above described. Then 
supernatants were collected and NO measured (see Material and Methods 
for further details). C. Levels of iNOS protein. Representative Western 
blotting results from four separate experiments showing a significant 
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downregulation in the IgG-APS induced iNOS protein expression in 
monocytes treated with antioxidant drugs as above described. Significant 
differences at P<0.05, a, vs monocytes treated with IgG-NHS; b, vs IgG-APS 
treated cells.  
 
Supplemental Figure 5. Effects of antioxidants on IgG-APS induced 
expression of prothrombotic markers and intracellular pathways. A. Cell 
surface TF expression in monocytes treated with IgG-APS or IgG-NHS in the 
presence or in the absence of antioxidants as described in Figure 3. Depicted 
values are means and SEM from 4 independent experiments. B-D. 
Representative electrophoretic mobility shift assay and Western blotting 
results from four separate experiments showing, respectively, VEGF and Flt1 
expression, p38 MAP kinase activity and NFkB binding activity after 
treatments with IgG-APS or IgG-NHS in the absence or in the presence of 
antioxidants. Significant differences at P<0.05, a, vs monocytes treated with 
IgG-NHS; b, vs IgG-APS treated cells. 
 
Supplemental Figure 6. Planimetric and stereologic analysis of 
mitochondria. Monocytes were treated with IgG-APS or IgG-NHS in the 
presence or in the absence of CoQ10 and then fixed with aldehydes, postfixed 
with osmium tetroxide, dehydrated and embedded in epoxy resin. Thin 
sections were cut and stained with uranyl acetate and lead citrate for 
observation at the electron microscope. About 50-55 mitochondria were 
evaluated which fulfilled the following criteria: outer and inner membranes 
and crests well observed and cells with conspicuous nucleus at a central 




mean mitochondrial volume and area. B. Stereological analysis of volume and 
numerical density. 
 
Supplemental Figure 7. IgG-APS binding to cell surface monocytes as 
analyzed by confocal microscopy. Monocytes were pretreated for 15 min 
with Mito-Tracker (50 nM) and then incubated with 500ng/mL of either NHS-
IgG-DyLigth 488 conjugated or APS-IgG-DyLigth 488 conjugated (by using a 
standard DyLight 488 antibody labelling kit from Thermo Scientific, Rockford, 
IL, USA) for different periods of time. Then cells were imaged by confocal 
fluorescence microscopy under exactly identical instrument settings for all 
stimuli. Images were acquired at 63× magnification and zoom factor ranging 
from 2 to 1.8. Confocal fluorescence microscopy revealed that IgG-APS 
interacted with the monocytes membrane, where they remained up to 6h. 
No intracellular expression was found and not overlaps with the 
mitochondria, indicating the occurrence of an indirect pathway of monocyte 
activation.  
 
Supplemental Figure 8. Schematic illustration showing the proposed 
intracellular mechanisms linked to the activation promoted by 
antiphospholipid antibodies on the monocytes. ACA binding to the cell 
surface of monocytes promotes, by mechanisms yet to be identified, 
mitochondrial dysfunction with decreased ∆ψ and increased mitochondrial 
fission. Dysfunctional mitochondria are prone to ROS generation, which 
secondarily activates p38MAPK dependent pathways leading to a 
prothrombotic and proinflammatory state. CoQ10 pretreatment prevented 
the mitochondrial dysfunction and the oxidative stress promoted by IgG-APS, 
and the expression of intracellular pathways leading to the expression of 
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prothrombotic markers relevant to the pathophysiology of APS. AnxII, 
annexin II; β2GPI, β2-glycoprotein I; MAPK, mitogen-activated protein kinase; 
NF-κB, nuclear factor-κB; PAR, protease-activated receptor; TF, tissue factor; 
VEGF, vascular endotelial growth factor; Flt1, Fms-like tyrosine kinase 1; ROS, 
reactive oxygen species; iNOS, induced nitric oxide synthase; NO, nitric oxide; 
Drp1, dinamin related protein 1; Fis-1, Fision protein 1. 
 
Supplemental Figure 9.  Effects of aCL antibodies, commercial non-specific 
human IgG or IgG purified from NHS on the oxidative status of monocytes. 
Monocytes were stimulated for 6h with either non-specific human IgG (100-
500 µg/mL), or IgG-NHS (500 µg/mL), or IgG-APS (500 µg/mL). Peroxides 
production was monitored by flow cytometry. * Significant differences at 
P<0.05 vs IgG-NHS treated cells. No significant differences with the data 
obtained by using the NHS-IgG were found in monocytes treated with non-
























Supplemental figure 2. 
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II. GLOBAL EFFECTS OF FLUVASTATIN ON THE PROTHROMBOTIC 
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Objective Numerous mechanisms have been proposed to explain the 
thrombotic/proinflammatory tendency of Anti-phospholipid Syndrome (APS) 
patients. Pro-thrombotic monocyte activation by anti-phospholipid 
antibodies (aPL) involves numerous proteins and intracellular pathways. The 
anti-inflammatory, anticoagulant, and immunoregulatory effects of statins 
have aimed their therapeutic use in APS patients. In this study we delineate 
the global effects of fluvastatin on the prothrombotic tendency of monocytes 
from APS patients.  
Methods Forty two APS patients with thrombosis and 35 healthy donors 
were included in the study. APS patients received 20 mg/day fluvastatin for 
one month. Blood samples were obtained before the starting, at the end, and 
two months after the end of the treatment.  
Results After one month of treatment, monocytes showed a significant 
inhibition of tissue factor, protein activator receptors 1 and 2, vascular 
endothelial growth factor and Flt1 expression that was related to inhibition of 
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) and nuclear factor kappa B/Rel 
DNA-binding activity. Proteomic analysis showed proteins involved in 
thrombotic development (Annexin II, RhoA and Protein Disulfide Isomerase) 
with altered expression after fluvastatin administration. In vitro studies 
indicated that the inhibition of 3-hidroxi-3-methylglutaryl coenzyme A 
reductase by fluvastatin might inhibit protein prenylation and MAPK 
activation.  
Conclusion The data of this study support that fluvastatin has multiple 
profound effects in monocyte activity, which might contribute to thrombosis 





Monocyte activation induced by antiphospholipid antibodies (aPL) results 
from a complex and intricate interplay of numerous proteins and intracellular 
pathways, eventually responsible for the development of thrombosis in 
antiphospholipid syndrome (APS).[1-10] Procoagulant monocyte activation, 
accompanied with tissue factor (TF) expression, and TF pathway 
upregulation, is one of the key events in the pathophysiology of thrombosis 
in patients with APS.[1-6] Besides, it has been shown that TF signalling 
activities in APS are mainly mediated by protease activated receptors 
(PAR).[7,8] Accordingly, PAR1- and PAR2-induced signalling is directly 
involved in both, the constitutive MAPK activation,[9] and in the increased 
expression of the proinflammatory cytokine vascular endothelial growth 
factor (VEGF).[10,11] In APS monocytes we recently showed increased levels 
of VEGF and its receptor Flt1 in comparison with healthy monocytes in vivo 
and in vitro after treatment with aPL, with p38 MAPK signalling playing an 
important role.[12] Therefore, increased VEGF/Flt1 activity might be 
responsible for the TF overexpression found in monocytes of APS.  
In endothelial cells (ECs) and tumour cells, a reciprocal induction of TF and 
VEGF exists. Thrombin is involved in the upregulation of VEGF in ECs.[13] The 
excess of plasmatic thrombin in APS,[14] most likely induced by TF 
expression, and acting through the activation of PAR,[15] might also be 
related to the elevated VEGF production found in APS patients. 
Recent proteomic studies identified novel critical proteins that might be 
involved in the pathogenic mechanisms of thrombosis in the setting of APS, 
such as Annexins I and II, RhoA proteins or protein disulfide isomerase 
(PDI).[16] 
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The newly discovered anti-inflammatory, anticoagulant, antiproliferative and 
immunoregulatory effect of statins [3-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-
coenzyme A (CoA) reductase inhibitors] have aimed the study of these 
compounds as a therapeutic tool in the treatment of thrombosis in APS 
patients. Those effects are in part due to the interference with the 
mevalonate pathway and inhibition of geranylgeranylation and prenylation of 
GTPases.[17] However, their cellular and molecular mechanisms of action are 
not fully understood yet. 
In this study we attempted to delineate those mechanisms through both an 
in vivo and a confirmatory in vitro study, in which the global effects of 
fluvastatin on the prothrombotic tendency of monocytes from APS patients 
have been evaluated. 
Materials and Methods 
Patients. 
Forty two patients fulfilling the classification criteria for APS,[18] with 
previous thrombotic events and 35 healthy donors were included in the study 
during a period of 24 months. All of them signed the informed consent form. 
We excluded all APS patients who had evidence of an underlying systemic 
rheumatic disease, other medical conditions or using drugs for any other 
conditions. None of the healthy controls had a history of autoimmune 
disease, bleeding disorders, thrombosis or pregnancy loss. 
All patients were tested for the presence of aCL and LA:  IgG and IgM aCL 
were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using a 




Results were expressed in standard IgG anti-cardiolipin units (GPL). LA was 
detected according to the guidelines recommended by the Subcommittee for 
Standardisation of the International Society on Thrombosis and 
Haemostasis.[19] Characteristics of the patients and the controls at the 
beginning of the study are shown in Table 1.  
 
Table 1. Characteristics of primary APS patients and healthy donors at the 
beginning of the study. 




Age in years, mean (SD) 47.3±8.9 43.4±6.7 
Men/Women (n) 8/34 6/29 
Arterial thrombosis (n) 28 0 
Venous thrombosis (n) 14 0 
Recurrent thrombosis (n) 24 0 
Anticardiolipin antibodies    
IgG isotype (GPL) 57.0±11.5 6.3±4.2 
IgM isotype (GPL) 22.3±4.3 11.2±8.0 
B2-GPL activity (SGU) 55.9±12.7 9.7±8.1 
Lupus anticoagulant (n) 28 0 
Hypercholesterolaemia (n) 6 3 
Hypertension (n) 4 1 
Diabetes (n) 2 0 
Anticoagulants treatment (n)* 14 0 
Antiplatelets treatment (n)** 22 0 
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APS patients were given 20 mg/day fluvastatin for one month. No treatment 
was given to healthy donors. Blood samples were obtained before the 
starting of the treatment, at the end of the treatment, and two months after 
the end of the treatment. During this treatment, patients were not 
withdrawn from their therapy:  all APS patients with thrombosis were being 
treated with an oral anticoagulant (acenocoumarol). APS patients without 
thrombosis were taking a low dosage of aspirin (125 mg/day) or received no 
treatment. No patients were being treated with immunomodulatory agents, 
because they had no other underlying systemic autoimmune disease. 




Isolation of non-activated monocytes from peripheral blood was performed 
by depletion of non-monocytes, by using a commercially available kit 
(Miltenyi Biotech. Bergisch Gladbach, Germany). Purity was evaluated with a 
fluorescein isothiocyanate [FITC]-conjugated anti-CD14 antibody and flow 
cytometry. By this method, 92.1±4% viable monocytic cells (mean ± SEM) 
were obtained. 
 
Flow cytometry analysis. 
Flow cytometric analysis was performed as previously described,[3] using a 
FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson) and specific monoclonal 
antibodies to human TF (clone TF9-6B4; FITC-conjugated; American 
Diagnostica, Greenwich, Connecticut, USA), to PAR-1 and PAR-2 FITC-
conjugated (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA),  or to 




Proteomic studies, Western blotting and electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA). 
Proteomic studies (including protein extraction, two-dimensional gel 
electrophoresis, detection of protein spots and data analysis), were 
performed as previously described.[16] 
VEGF, Flt-1, IkBa, actin, phospho-p38 MAPK, p38 MAPK, AnxI, AnxII, PDI, 
Ubiquitin Nedd8, RhoA, Hsp60 protein levels were determined by Western 
blotting,[3,20] using specific antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, California, USA). Nuclear extracts (20 µg) were tested for nuclear factor 
kappa B (NFκB)- binding activity in EMSA analyses, (consensus 
oligonucleotides: 5´-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3´ and 3´-
TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG-5´) using the digoxigenin EMSA kit from Roche 
Diagnostics (Basel, Switzerland) according to the manufacturer´s 
recommendations. 
 
RNA isolation and Quantitative Real-time RT-PCR. 
Total RNA from monocytic cells was extracted using Tri® Reagent (Sigma St 
Louis, Missouri, USA) according to the manufacturer´s recommendations.  
The expression levels of TF, VEGF, Flt1, PAR 1 and 2 genes, and 
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as a housekeeping 
gene were measured by quantitative real-time reverse transcriptase PCR 
using the LightCycler thermal cycler system (Roche Diagnostics, Indianapolis, 
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Purification of IgG and in vitro exposure of normal monocytes to aPL in the 
presence or absence of fluvastatin and mevalonate. 
IgG from the pooled sera of 7 patients with APS (characterised by high-titres 
of anticardiolipin (aCL), i.e. >120 GPL units), and from the pooled sera of 7 
healthy subjects (as controls) was purified by protein G-sepharose high-
affinity chromatography (MAbTrapTM kit) according to the recommendations 
of the manufacturer (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden).  
For in vitro studies, monocytes purified from healthy donors were cultured in 
serum-free RPMI 1640 containing 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 
mg/ml streptomycin, and 250 pg/ml fungizone (BioWhittaker/MA 
Bioproducts, Walkersville, Maryland, USA), at 37°C in a humidified 5% carbon 
dioxide atmosphere. Purified normal monocytes (1.5 x 106/ml) were 
incubated with normal human serum (NHS) IgG (200 µg/ml) or purified APS 
patient IgG (200 µg/ml) for 6 hours at 37°C. To test the effect of fluvastatin on 
APS patient IgG-induced monocyte activation, monocytes were pre-treated 
for 16h at 37°C with 10 µM fluvastatin, then incubated for 6 hours with 
purified APS patient IgG or NHS as above in the presence or absence of 100 
µM mevalonate.  
 
Statistical analysis.  
All data are expressed as mean ± the standard error of mean (SEM). Statistical 
analyses were performed using SigmaStat software (Jandel Scientific GmbH, 
Erkrat, Germany). Following normality and equality of variance tests, 
comparisons were made by a parametric test (paired Student’s t-test) or 
alternatively by using a non-parametric test (Mann-Whitney rank sum test). 
Correlations were assessed by Pearson product-moment correlation. 





Effects of fluvastatin on TF, PAR, and VEGF/Flt1 expression in monocytes 
from APS patients.  
TF cell surface expression in monocytes from APS patients was significantly 
higher than in control subjects (36.6±5.9% versus 5.4±2.2%; p<0.01). 
Likewise, both PAR1 and PAR2 cell surface expression levels were found 
increased versus healthy donors (PAR1: 43.8±3.6 vs 21.5±3.2 p<0.05; PAR2: 
19.1±3.6 vs 4.1±2.2 p<0.05; Figure 1A, 1B, and 1C). Parallel data was shown 
by messenger RNA levels (all p<0.05; Figure 1 D to F). 
 
Figure 1.  Downregulation of TF and PAR expression in monocytes from APS 
patients after fluvastatin treatment. (A), (B), and (C). FACS analysis of TF, PAR1 and 
PAR2 expression, respectively, before and after fluvastatin treatment. Open 
histograms show the specific staining, also indicated as a percentage (see text for 
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details); closed histograms represent cells stained with isotype-matched control 
antibodies. (D), (E), and (F). TF, PAR1 and PAR2-mRNA relative expression levels, 
respectively. Bar graphs show mean mRNA levels ± SEM. Significant differences at 
P<0.05: a, vs healthy donors; b, versus values found at the beginning of the study. 
 
Monocytes from APS patients who had been treated daily with fluvastatin, 
showed a significant inhibition on the protein expression of TF, PAR1 and 
PAR2, so that the percentages of cell surface expression after one month of 
treatment (T=1) were, respectively: TF, 7.23±3.7%; PAR1, 20.8±3.0%; and 
PAR2, 7.9±3.9%; all p<0.05). mRNA levels exhibited a similar behavior (Figure 
1 D to F; all p < 0.05). These levels then had a slowly return, but, although 
remaining significantly changed in relation to T=0, they were also found to be 
significantly higher than those found at T=1. Cell surface expression 
percentages at that point were, respectively: (TF, 19.08 ± 4.2 %; PAR1, 
31.6±3.5%; PAR2, 12.3±0.8%; all p<0.05). 
Because of the known relationship between TF and the VEGF/Flt1 axis in the 
setting of APS, we further evaluated the effect of the in vivo fluvastatin 
treatment on the expression of these cytokines. The changes promoted by 








Figure 2. Fluvastatin downregulated VEGF and Flt1 expression in monocytes from 
APS patients. (A) Representative Western blots of monocyte samples from 5 APS 
patients and 4 healthy donors done by triplicate as described in materials and 
methods. (B) and (C) The bar graphs show mean protein expression levels ± SEM 
from all the patients and controls included in the study. (D) and (E). VEGF and Flt1-
mRNA expression levels. The bar graphs show mean mRNA levels ± SEM from all the 
APS patients (n=42) and the controls (n=35) included in the study. Significant 
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Effects of fluvastatin on both p38 MAPK phosphorylation and NFκB binding 
activity.  
The in vivo fluvastatin treatment that inhibited TF and VEGF/Flt1, also 
promoted a significant inhibition of both p38 MAPK phosphorylation and of 
NFκB/Rel DNA-binding activity after one month of treatment (Figure 3 A and 
B, respectively). In concordance with the results of TF, PAR and VEGF/Flt1 
expression levels, NFkB activation and p38 MAPK phosphorylation levels also 
showed a shift to baseline levels two months after the end of fluvastatin 
administration. 
Figure 3. In vivo fluvastatin treatment promoted a significant inhibition of both 
NFkB/Rel DNA-binding activity and p38 MAPK phosphorylation in monocytes from 
APS patients.  (A) Representative EMSA of 9 APS patients and three healthy donors 
done using digoxigenin labelled NF-kB consensus oligonucleotide, as described in 
methods. Cytoplasmic extracts were subjected to Western blot analysis using anti-IkB 
and anti-actin antibodies. (B) Panels are representative of Western blot of nine APS 
patients and three controls showing phosphorylated and non-phosphorylated forms 
of p38 MAPK. (C) Bar graphs show mean protein expression levels ± SEM from all the 




differences at P<0.05, a, vs healthy donors; b, versus values found at the beginning of 
the study. 
Influence of Fluvastatin administration on the proteomic profile of 
monocytes from APS.  
One month after fluvastatin treatment, we found six proteins with altered 
expression compared to their control values in monocytes from the APS 
patients included in the study (Figure 4). Among them, three proteins were 
directly related to thrombosis development: Annexin II and RhoA proteins, 
whose expression was significantly inhibited, and PDI, showing an increased 
expression (all p<0.05; Figure 4). Then, the expression levels of that proteins 
slowly tended to basal values (although they remained significantly altered vs 
baseline levels) two months after the end of the treatment, except for RhoA 
protein, which remained reduced on T=3 (the relative normalized amounts of 
that proteins on the three points of measurements were: Annexin II, T=0: 
220.6±17.3; T=1: 95.3±10.4; T=3: 157.4±3.7. PDI, T=0: 22.7±1.9; T=1: 
88.7±4.3; T=3: 53.2±3.5. RhoA proteins, T=0: 378.2±16.2; T=1: 127.4 ±4.7; 
T=3: 123.1±9.8). Western blotting of the six altered proteins was performed 
(Figure 4 B and C), confirming the proteomic data. 
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Figure 4. Proteomic analyses showed significant changes in the protein expression 
patterns of monocytes from APS patients after fluvastatin treatment. 
(A) Representative image of the scanned images of the Sypro Ruby-stained gels used 
to detect and compare spots. Protein spots differentially expressed between healthy 
donors and APS patients before, after one month of treatment (T=1) and two months 
after the end of the treatment (T=3), are enclosed in circles, and molecular mass 
standards are shown on the right.  (B) Panels are representative Western blots of 
four patients analyzed at the beginning of the study (T=0), after one month of 
treatment (T=1), and two months after the end of the treatment (T=3), all done by 
triplicate as described in materials and methods. (C) The bar graph shows mean 
protein expression levels ± SEM of the 6 proteins identified by proteomic analysis as 
significantly altered after fluvastatin treatment of all the subjects included in the 





Molecular mechanisms underlying the effects of fluvastatin in the 
prevention of procoagulant and proinflammatory effects of aPL.  
In support for the in vivo studies, FACS experiments showed that fluvastatin 
in vitro prevented the TF expression (Figure 5 A) and the increase in PAR1 and 
PAR 2 expression (Figure 5 B and C) in aPL-IgG treated monocytes. However, 
fluvastatin treatment had no effect on TF and PAR2 expression in NHS-IgG 
treated or untreated monocytes (Figure 5). Likewise, in vitro studies showed 
a significant inhibition of the aPL-IgG-induced expression of VEGF and Flt1 
after fluvastatin administration (Figure 5 D).  
Stimulation of monocytes with aPL-IgG induced both p38 MAPK 
phosphorylation and NFκB DNA-binding activity, which was abolished by pre-
incubation of cells with fluvastatin (Figure 5E).  
Finally, we evaluated whether the aPL-IgG-induced expression of proteins 
identified by proteomic analysis were also regulated by fluvastatin. As shown 
in Figure 5 F, RhoA, AnxII and PDI expression levels changed significantly 
under the effects of fluvastatin. 
As the conversion of L-mevalonate by HMG-CoA reductase is the rate limiting 
step in the cholesterol synthesis pathway, which is inhibited by statins, we 
also investigated whether all these effects were abrogated by addition of 
mevalonate. As shown in Figure 5, the global inhibitory effects of fluvastatin 
were reversed in the presence of mevalonate. 
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Figure 5. In vitro studies delineated the molecular mechanisms underlying the 
effects of fluvastatin in the prevention of procoagulant and proinflammatory 
effects of aPL. 
 (A to C) TF and PAR expression in monocytes treated with aPL-IgG, or NHS-IgG.  Bar 
graphs show mean cell surface levels ± SEM of four separate experiments. (D) 
Representative panels of Western blots of VEGF and Flt1 analyzed in four 
independent experiments with similar results. (E) Panels show a representative EMSA 
of NFkB and Western blot analysis of four independent experiments, using anti-Ik Bα, 
anti-actin, anti-phosphorylated p38 MAPK and anti-P38 MAPK antibodies. (F) Panels 
show representative Western blot of each protein analysed in four independent 








The overall data obtained in the present study suggests that the anti-
thrombotic properties of statins combine the down regulation of TF with the 
inhibition of PAR1, PAR2, VEGF and FLt1 expression. We have further 
demonstrated that p38 MAPK and NFκB are involved in the modulation of the 
global anticoagulant effect of statins. This chain of events may lead to the 
reduction of thrombotic/inflammatory burden in APS patients. 
It has been previously established that TF expression in various cell types, 
including monocytes/macrophages, endothelial cells and neutrophils, is 
inhibited by statins,[21-26] but so far its inhibition in monocytes from APS 
patients, as well as the underlying signalling pathways have not been 
elucidated. In the present study constitutive p38 MAPK activation found in 
monocytes was blocked by in vivo treatment with fluvastatin. P38 MAPK 
activation by IgG-aPL treatment has been shown to be related to NFκB 
activation, which in turn directly induces TF expression in monocytes.[3] The 
observed in vivo inhibition of both p38 MAPK and NFκB activities after 
fluvastatin treatment further reinforced the hypothesis of a direct inhibitory 
effect of fluvastatin on the molecular mechanisms of TF induction in 
monocytes of APS patients. 
PAR play key roles in the development of atherosclerosis, cell injury and 
tissue remodelling. Moreover, the association of PAR2 with TF expression and 
TF-dependent signalling pathways has become increasingly apparent in many 
inflammatory diseases.[27] We recently showed a significant increase in PAR 
1 and PAR2 expression in monocytes from thrombotic APS patients, which 
were directly associated with TF expression both in vivo and in vitro.[8] 
Accordingly, our data link statins with PAR and TF inhibition, thus suggesting 
that TF, which is responsible for excessive thrombin generation by PAR 1 and 
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2, is concurrently downregulated by statins. Our data further agree with the 
study of Redecha et al.,[7], which by using a murine model, demonstrated the 
beneficial effects of statins in the setting of APS, showing that statins 
prevented neutrophil activation by downregulating TF and PAR2 and 
protected mice fetuses from aPL-IgG-induced injury. 
Increased TF activity and the upregulation of proinflammatory cytokines is 
also related to thrombosis in APS. We previously showed that VEGF might act 
as a regulatory factor in aPL-mediated monocyte activation and TF 
expression, thereby contributing to the proinflammatory/prothrombotic 
phenotype of APS patients.[12] In this complex setting of molecules related 
to aPL-induced monocyte activation, VEGF expression has been shown to be 
further associated to the PAR1 and PAR2 proinflammatory effects on 
monocytes and endothelial cells.[28] Moreover, intracellular signalling 
represented by the aPL-induced p38 MAPK activation was further related to 
the regulation of the VEGF/Flt1 expression.[12] Therefore, as suggested by 
our results, it is conceivable that the statins might exert their pleiotropic 
effects by also targeting these cytokines. In support for this hypothesis, a very 
recent study by Jajoria et al [29] has shown a significant decrease in the titres 
of VEGF in the plasma of APS subjects after 30 days of treatment with 
fluvastatin. Moreover, that study further addressed the beneficial effects of 
fluvastatin in other prothrombotic/proinflammatory markers induced by aPL 
in APS patients, including TF, also evaluated in this study. 
All the above described antithrombotic and anti-inflammatory effects of 
statins can either result from their capacity to interfere with the mevalonate 
pathway and inhibit prenylation of Rho family GTPases, or due to an effect 
independent of the mevalonate pathway. Rho family GTPases have been 




biology of endothelial cells, smooth muscle cells, leukocytes and platelets, 
and regulating such diverse processes as vasoreactivity and hypertension, 
inflammation and wound healing, neointimal formation and thrombosis.[30] 
As many of the effects can be reversed by geranylgeranylpyrophosphate, but 
not farnesylpyrophosphate, the Rho family is implicated as a major target of 
statins. We previously showed, in proteomic studies, that RhoA protein 
expression was increased in monocytes from thrombotic APS patients, both 
in vivo and in vitro after aPL treatment.[16] In this study, by using proteomic 
and western blot studies, we demonstrated that its expression was 
significantly reduced after fluvastatin treatment. 
RhoA protein has been shown to play a key role in p38MAPK activation and 
macrophage proliferation in response to oxidised low-density lipoprotein 
(LDL),[31] and to promote NFκB activation in endothelial cells after 
lipopolysaccharide (LPS) treatment.[32] Both pathways have been proved to 
be directly activated in aPL-activated monocytes, and are directly related to 
TF and VEGF/Flt1 expression in the setting of APS.[3,12] Moreover, a previous 
study by Park et al,[33] has shown that simvastatin inhibits angiogenesis by 
interfering with the geranylgeranylation of RhoA. It might thus be 
hypothesised that the inhibition of the Rho A proteins after fluvastatin 
treatment could explain, at least partly, the reduction in 
thrombotic/inflammatory events by statins. 
Another previously unexplored effect of fluvastatin therapy was the 
normalisation of PDI expression, which was minimal in thrombotic APS 
patients.[16] A recent study has shown that the surface accessible, 
extracellular Cys186–Cys209 disulphide bond of TF is critical for coagulation, 
and that PDI (a multifunctional protein catalysing the oxidation, reduction, 
and isomerisation of disulphide bridges) disables coagulation by targeting this 
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disulphide. Moreover, in that study decreased PDI expression was associated 
with a 2-fold increase in TF procoagulant activity.[34] Therefore, reduced 
expression of PDI, previously shown in monocytes from APS patients with 
thrombosis, seemed to contribute to their prothrombotic state. Our data 
further agree with a recent study,[36] showing that atorvastatin, at doses of 
80 mg/dL, induced a normalisation of PDI expression in monocytes from 
patients with coronary syndrome, thus pointing to PDI as a mediator of post-
translational changes, and  immune and inflammatory responses susceptible 
of being regulated by statins treatment. 
A third protein involved in thrombosis development found altered in its 
expression in response to fluvastatin was Annexin II (AnxII). Previous in vivo 
and in vitro studies by others and our own group have shown that AnxII (a 
common receptor for aPL-induction of monocyte activation and induction of 
TF expression) is expressed on monocytes and is involved in monocyte 
activation and TF expression induced by aPL antibodies.[16,37] The present 
data further suggest that its expression is regulated by fluvastatin treatment, 
thus including TF in the setting of protective effects against thrombosis 
exhibited by this statin. 
From this and other studies, it is clear that the inhibition of HMG-CoA 
reductase by fluvastatin, which is a rate-limiting enzyme of the mevalonate 
pathway, might reduce the expression and activity of specific subfamilies of 
small guanine nucleotide binding proteins (GTPases), therefore inhibiting 
protein prenylation and MAPK activation. This inhibition is likely to have 
profound effects on key cellular processes, including suppression of TF and 
PAR expression, and anti-inflammatory activities on macrophages through 
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Our study provide significant evidence that fluvastatin has profound and 
multiple effects in monocyte activity, which is directly related to the 
prevention of thrombosis in APS patients, but larger scale, randomised, 
double-blind trials are needed to validate the role of statins for the treatment 
of this autoimmune disease. 
Nevertheless, elucidating the mechanisms of action of statins and their 
relative importance will help to rationalise the design of such alternative 
and/or complementary therapy in APS patients. 
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Supplemental Figure 1. 
 
Supplemental Figure 1. Changes operated on TF and PAR expression in monocytes 
from healthy donors after treatment with plasma from APS patients treated with 
fluvastatin. Monocytes from healthy donors were stimulated with plasma obtained 
from ten healthy volunteers (C) or from ten APS patients before fluvastatin treatment 
(T=0), after one month of fluvastatin treatment (T=1), and two months after the end 
of fluvastatin treatment (T=3). 
TF and PAR expression in monocytes treated as above described were then analyzed 
by flow cytometry.  Bar graphs show mean cell surface levels ± SEM of ten separate 
experiments. Significant differences at P<0.05, a, vs plasma from healthy donors; b, 
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ABSTRACT 
Objective: Statins may have beneficial vascular effects in systemic lupus 
erythematosus (SLE) beyond their cholesterol-lowering action, although the 
mechanisms involved are not completely understood. We investigated 
potential mechanisms involved in the efficacy of fluvastatin in preventing 
aterothrombosis in SLE.  
Methods: Eighty-five patients  with SLE and 62 healthy donors were included 
in the study. Selected patients (n=27) received 20 mg/day fluvastatin for 1 
month. Blood samples were obtained before the start and at the end of 
treatment.  Monocytes from five patients were treated in vitro with 
fluvastatin. 
Results: Increased prothrombotic and inflammatory variables were found in 
patients with SLE. SLE monocytes displayed altered mitochondrial membrane 
potential and increased oxidative stress. Correlation and association analyses 
demonstrated a complex interplay among autoimmunity, oxidative stress, 
inflammation and increased risk of atherothrombosis in SLE. Fluvastatin 
treatment of patients for 1 month reduced the SLE Disease Activity Index and 
lipid levels, oxidative status, and vascular inflammation. Array studies on 
monocytes demonstrated differential expression in 799 genes after 
fluvastatin treatment. Novel target genes and pathways modulated by 
fluvastatin were uncovered, including gene networks involved in cholesterol 
and lipid metabolism, inflammation, oxidative stress and mitochondrial 
activity. Electron microscopy analysis showed increased density volume of 




displayed higher expression of genes involved in mitochondrial biogenesis.  In 
vitro treatment of SLE monocytes confirmed the results obtained in the in 
vivo study.  
Conclusion: Our overall data suggest that fluvastatin improves the 
impairment of a redox-sensitive pathway involved in processes that 


























Systemic Lupus erythematosus (SLE) is associated with accelerated 
atherosclerosis and increased risk of cardiovascular disease (CVD)1 which is 
not fully explained by traditional risk factors, suggesting that autoimmunity 
helps to accelerate atherosclerosis in a process that involves immune 
complex generation and changes in innate immune responses, complement 
activation, oxidative stress, increased production of adipokines, dysfunctional 
lipids, and changes in the production and activity of a complex network of 
cytokines2. 
In addition to early-onset atherosclerosis, patients with SLE are also at risk of 
vascular damage, with vascular repair mechanisms being ineffective3. 
Antiphospholipid (aPL) antibodies (present in 20-50% of patients with SLE) 
have also been related to increased CVD, and a ‘two-hit’ hypothesis has been 
proposed in which circulating autoantibodies contribute to early endothelial 
cell (EC) dysfunction via interaction with ß2-glycoprotein, although other 
thrombotic events are necessary to trigger plaque and clot formation4. 
The inflammatory burden, along with excessive production of reactive oxygen 
species (ROS) and impaired antioxidant capacity5, may further drive the 
disease and cardiovascular complications. In fact, most atherosclerosis risk 
factors accelerate disease progression by augmenting oxidative stress. Yet, its 
precise role in SLE progression remains largely elusive. 
Macrophages play important roles in the pathogenesis of atherosclerosis. 
Various parameters of circulating monocytes, including count, increased 
adhesive properties, lipid metabolism alterations, phagocytosis and low-




treatments targeting monocytes-macrophages might effectively prevent 
cardiovascular events. 
Statins inhibit cholesterol biosynthesis, and reduce cardiovascular morbidity, 
but they also have anti-inflammatory effects, including inhibition of 
inflammatory cytokine production, ROS formation and T-cell activation and 
upregulation of nitric oxide (NO) synthesis8. Statins also modulate 
inflammatory processes by reducing both the number and activity of 
inflammatory cells in atherosclerotic plaques. Favourable effects include 
modulation of cytokine secretion and signalling, decreased monocyte-EC 
adhesion, decreased expression of tissue factor (TF) and metalloproteases in 
macrophages, and inhibition of oxLDL-induced macrophage proliferation9,10.  
We recently evaluated the effects of fluvastatin on the prothrombotic 
tendency of monocytes from patients with antiphospholipid syndrome (APS), 
and showed multiple effects on monocyte activity, including the suppression 
of TF, protease-activated receptor (PAR) expression and macrophage 
proinflammatory activities, by inhibiting cytokines such as vascular 
endothelial growth factor and its receptor, fms-related tyrosine kinase 1 
(VEGF/Flt1)11. Although there is evidence of anti-inflammatory properties of 
statins, their mechanism of action and effects on SLE monocyte gene 
expression are unknown. The present study aimed to examine the anti-
inflammatory effectiveness of fluvastatin in patients with SLE and to 
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MATERIALS AND METHODS 
Patients. 
Eighty-five patients fulfilling the classification criteria for SLE12 and 62 healthy 
donors were included in the study (over a period of 24 months) after ethics 
committee approval had been obtained. All patients provided written 
informed consent. Exclusion criteria were: (a) severe disease activity needing 
aggressive treatment/treatment changes to induce remission; (b) any kind of 
infection within 30 days before data collection; (c) immunobiological 
medication (infliximab, adalimumab, etanercept, rituximab, orabatacept) 
within the preceding 6 months; (d) coexistence of malignant 
lymphoproliferative disease; (e) HIV infection. Patients underwent a detailed 
clinical evaluation, with emphasis on SLE clinical manifestations, recurrent 
infections, current and previous medications, other autoimmune diseases, 
and determination of SLE Disease Activity Index (SLEDAI)13. None of the 
healthy controls had a history of autoimmune disease, bleeding disorders, 
thrombosis, or pregnancy loss. The characteristics of patients and controls 













Table 1. Clinical and laboratory characteristics of the patients with systemic 
lupus erythematosus and the controls. 





Clinical    
Female/Male 76/9 44/19  
Age (years) 39.47±12.40 36.69±10.47 NS 
Anti-dsDNA 28.48±47.77 1.41±2.51 <0.001 
aCL-IgG (GPL) 10.30±18.77 4.43±7.75 0.020 
aCL-IgM (MPL) 13.99±46.44 10.47±6.55 NS 
Anti-β2GPI (SGU) 2.84±5.59 5.04±7.87 NS 
LA positivity 27 (31.8) 0  
SLEDAI 2.26±3.34   
Thrombosis 31 (36.5) 0  
Obesity 24 (28.2) 4 (6)  
Hypertension 14 (16.5) 0  
Diabetes 6 (7.1) 0  
Smoking 29 (34.1) 10 (16.1)  
Hyperlipiaemia 19 (22.4) 2 (3.2) <0.0001 
Nephropathy 24 (28.2) 0  
Increased CIMT 20 (23.5) 3 (5)  
Corticosteroids 57 (67.1) 0  
Antimalarials 59 (69.4) 0  
Laboratory    
Total cholesterol (mg/dL) 187.42±34.01 197.46±35.67 NS 
HDL cholesterol (mg/dL) 53.77±14.18 57.94±14.73 NS 
LDL cholesterol (mg/dL) 114.08±28.04 121.33±30.41 NS 
Triglycerides (mg/dL) 103.02±47.65 88.54±53.90 NS 
C reactive protein (mg/dL) 3.68±6.36 1.21±1.20 0.001 
Apolipoprotein A (g/L) 147.19±29.2 152.93±29.92 NS 
Apolipoprotein B (g/L) 81.21±20.8 81.64±21.42 NS 
C3 (mg/dL) 114.89±37.25 141.65±45.68 0.001 
C4 (mg/dL) 18.84±8.59 28.15±11.81 <0.001 
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Values are number (%) or mean±SD. 
aCL, anticardiolipin; CIMT, carotid intima-media thickness; ds-DNA, double-stranded 
DNA; GPL, IgG phospholipid units; LA, lupus anticoagulant; MPL, IgM phospholipid 
units; SGU, standard IgG units; SLE, systemic lupus erythematosus; SLEDAI, SLE 
Disease Activity Index. 
 
Twenty-seven stable and consecutive patients with SLE were given 20 mg/day 
fluvastatin for 1 month. These subjects were selected from patients with 
stable disease, without infections or changes in their treatment protocol at 
least 1 month before they started statin treatment, and they were not 
pregnant and not allergic or intolerant to statins. There were no statistically 
significant differences in demographic characteristics (age and sex) or in 
disease severity (data not shown). No treatment was given to healthy donors. 
Blood samples were obtained before the start and at the end of the 
treatment. During this treatment, patients were not withdrawn from their 
therapy. Clinical and laboratory variables of the patients included in the 
fluvastatin protocol are displayed in online supplemental table S1. 
 
Blood samples. 
The collection of peripheral venous blood samples for obtaining plasma and 
serum and for purifying monocytes (Non-Monocytes Depleting kit; Miltenyi 
Biotech, Bergisch Galdbach, Germany), lymphocytes and neutrophils (dextran 
sedimentation) was performed as described elsewhere14-16; for further 
details, see online supplementary methods. 
 
In vitro studies. 
Monocytes isolated from five patients with SLE were treated with fluvastatin 
(20µmol/L) (Sigma) for 19 h. Oxidative stress was measured by flow 




donors were treated for 17 h with either interferon (IFN)α (20ng/mL; 
Inmunostep, Salamanca, Spain) or serum pooled from seven  patients (25%). 
 
Flow cytometry analyses, analysis of oxidative stress biomarkers in white 
blood cells and plasma, western blotting and electrophoretic mobility shift 
assay. 
See online supplementary methods for details. 
 
B-Mode ultrasound carotid intima-media thickness (CIMT) measurements 
and thrombosis assessment. 
All patients and controls underwent B-mode ultrasound imaging for CIMT 
measurements. B-mode ultrasound imaging of the carotid arteries was 
performed as previously described17,18using Toshiba equipment (Aplio 
platform) with 7–10 MHz broadband linear array transducers. For further 
details, see online supplementary methods. 
 
Electron microscopy. 
Electron microscopy (EM) analysis of monocytes isolated from patients with 
SLE before and after 1 month of fluvastatin treatment, or treated ex vivo with 
the drug, was performed as previously described19-21. Quantitative 
assessment of micrographs was carried out using stereology software 
(Wimasis, Cordoba, Spain). For further details, see online supplementary 
methods.  
 
Microarray analysis and real-time quantitative PCR validation. 
Complementary RNA samples were prepared for hybridisation in an Agilent 
G4112F platform (Whole Human Genome Microarray 44k) using the One-
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Color gene expression system (for further details, see online supplementary 
methods). The raw microarray data were deposited in the Gene Expression 
Omnibus Database of the National Center for Biotechnology Information 
(accession no GSE45422). 
Changes in selected genes were validated by quantitative real-time reverse 
transcription (RT)-PCR using the LightCycler thermal cycler system (Roche 
Diagnostics, Indianapolis, Indiana, USA), with glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase as housekeeping gene, as described elsewhere14-16.  
 
Statistical analysis. 
All data are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed with 
SSPS V.17.0. Following normality and equality of variance tests, comparisons 
were made by paired Student’s t test or by a non-parametric test (Mann–
Whitney rank sum test). Correlations were assessed by Pearson product–
moment correlation, and association studies were performed using a χ2 test. 
Differences were considered significant at p<0.05. 
RESULTS 
Prothrombotic and inflammatory variables are dysregulated in patients 
with SLE. 
Patients with SLE showed increased monocyte surface expression of TF and 
increased plasma levels of VEGF, interleukin (IL)-2, IL-6, IL-8, IL-17, IL-23, 
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), and tissue plasminogen activator 
(tPA) compared with healthy controls (see online supplementary table S2). 
Almost a quarter (23.5%) of patients with SLE but only 5% of healthy donors 
showed increased CIMT; 36.5% of patients with SLE had previous thrombotic 





Patients with SLE display a pro-oxidative status. 
Compared with healthy donors, monocytes and neutrophils from patients 
with SLE displayed increased peroxide and peroxynitrite production, 
mitochondrial membrane potential, and percentage of cells with altered ∆ψm 
(Figures 1A-D). Total antioxidant capacity was found to be reduced in plasma 
from patients with SLE versus healthy donors (p=0.021), indicating a reduced 
ability to counteract ROS and resist oxidative damage (see online 
supplementary table S2). Also, plasma NO levels were significantly lower in 
patients with SLE versus healthy donors (p=0.005), probably as a 
consequence of its consumption after reacting with ROS forming 
peroxynitrites, as indicated by the augmented protein tyrosine nitration 
found in SLE monocytes (p=0.018). Mitochondrial superoxide dismutase 
(SOD) activity (p=0.021) was increased in patients with SLE versus healthy 
donors. Yet, catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) activities were 
notably reduced (p=0.043 and p=0.039, respectively) (see online 
supplementary table S2). 
 




Figure 1. Cellular oxidative stress in patients systemic lupus erythematosus (SLE). 
(A) Peroxide production in neutrophils, monocytes and lymphocytes of patients with 
SLE and healthy donors, determined by flow cytometry with the fluorescent probe 
DCF-DA. (B) Peroxide and peroxynitrite levels in neutrophils, monocytes, and 
lymphocytes of patients with SLE and healthy donors, determined with the 
fluorescent probe DHR-123. (C) Mitochondrial membrane potential in neutrophils, 
monocytes and lymphocytes of patients with SLE, determined with the fluorescent 
probe Rhodamine 123. (D) Proportion of circulating neutrophils, monocytes and 
lymphocytes with depolarised mitochondria, determined with the JC-1 MitoScreen 
assay. Representative histograms or dot plots are shown in parallel with bar graphs 
showing the mean ± SD of mean fluorescence intensity (MFI) or percentage of 
damaged cells of all patients (dotted/solid bars) and healthy donors (empty bars) 
included in the study. FL1-H and FL2-H, fluorescence channels 1 and 2. 
Correlation and association studies. 
Anti-double-stranded (ds) DNA antibodies correlated positively with some 
plasma inflammation markers (VEGF and MCP-1). A negative correlation was 
found between anti-dsDNA antibody levels and CAT in neutrophils from 




positively with inflammatory markers such as VEGF and tPA, while GPx 
activity correlated negatively with plasma IL-6, IL-17A and IL-23 levels. A 
further positive correlation was demonstrated between the percentage of 
monocytes with depolarised mitochondria and inflammatory markers (MCP-
1, macrophage inflammatory protein (MIP) 1α and tPA) (see online 
supplementary figure S1). 
Association studies (figure 2) indicated a relationship between CIMT and 
anticardiolipin (aCL)-IgG levels, age,  cell surface TF expression in monocytes, 
plasma levels of MCP-1 and tPA, and oxidative status markers in monocytes 
and neutrophils, including DHR123 and GPx. The occurrence of thrombotic 
events in SLE was associated with factors related to autoimmunity (aCL-IgG 
and anti-dsDNA), inflammation (TF in monocytes, and plasma levels of MCP-
1, IL-8, tPA, and sP-selectin), and oxidative stress markers (DHR123 and the 
percentage of monocytes with altered ∆ψm). 
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Figure 2. Association studies among inflammation, autoimmunity and oxidative 
stress markers, and increased carotid intima-media thickness (CIMT) or occurrence 
of thrombotic events (T) in systemic lupus erythematosus. (A-H). Relationship 
between the presence of an increased CIMT and IgG isotype anticardiolipin antibody 
(aCL) levels, age, monocyte cell surface tissue factor (TF) expression, plasma levels of 
monocyte chemotactic protein (MCP)-1, macrophage inflammatory protein (MIP) 1α 
and tissue plasminogen activator (tPA), monocyte peroxynitrite levels and monocyte 
glutathione peroxidase activity. (I-R) Relationship between the occurrence of 
thrombotic events (T) and IgG isotype aCL levels, anti-dsDNA antibody levels, 
monocyte cell surface TF expression, age, plasma levels of MCP-1, soluble P (sP)-
selectin, interleukin (IL)-8 and tPA, monocyte peroxynitrite levels, and the percentage 
of cells with impaired ∆ψm (depolarised mitochondria). Significant difference versus 
patients without increased CIMT or versus patients without thrombosis (*p<0.05; 
**p<0.01). 
 
Monocytes are major players of atherothrombosis development in SLE. 
Many cytokines and inflammatory factors analysed in this study were altered 
in serum from patients with SLE and were related to disease status, CVD risk 
and early atherosclerosis. Notably, gene expression analysis showed that 




variables mentioned above, while neutrophils and lymphocytes did not show 
increased mRNA expression of any of the cytokines/chemokines analysed, 
except MCP-1 (see online supplementary figure S2). The fact that SLE 
monocytes also showed altered oxidative status underlies the relevance of 
these cells in SLE pathophysiology. In support for this hypothesis, the in vitro 
treatment of normal monocytes with SLE serum or exogenous IFNα altered 
inflammatory and oxidative stress markers as well as mitochondrial 
membrane potential and biogenesis (see online supplementary figure S3). 
Effects were stronger in SLE serum-treated monocytes, particularly on 
thrombotic and inflammatory variables. 
 
Fluvastatin reduced oxidative stress, serum chemokines/cytokines, and 
disease activity in patients with SLE.  
Treatment with fluvastatin for 1 month significantly reduced SLEDAI and anti-
dsDNA levels in patients with SLE, while serum levels of some prothrombotic 
and proinflammatory variables (ie, IL-6, IL-8, and MCP-1) were also altered 
(see online supplementary table S3). Monocytes from fluvastatin-treated 
patients showed significant inhibition of TF protein expression and reversed 
activities of SOD2, CAT and GPx in relation to the untreated patients, along 
with decreased superoxide production and mitochondrial damage. Plasma 
NO and nitrotyrosine levels also returned to control values after fluvastatin 
administration. 
Fluvastatin altered expression of genes involved in cholesterol and lipid 
metabolism, inflammation, oxidative stress and mitochondrial activity in 
monocytes. 
A total of 799 genes showed changes in expression compared with the 
control group using a two-fold cut-off. In general, more downregulated (535) 
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than upregulated (264) genes were found after statin treatment. Many novel 
target genes and pathways modulated by fluvastatin were uncovered.  
Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Pathways Analysis Knowledge Base; 
Ingenuity Systems) revealed a network of genes involved in cholesterol and 
lipid metabolism, inflammation, haematological disease and CVD, cell 
signalling, oxidative stress and mitochondrial activity (figure 3 and online 
supplementary tables S4 and S5). Protein analyses further validated the data 
obtained (figure 4). 
Figure 3. Fluvastatin alters gene expression in peripheral blood monocytes of 
patients with systemic lupus erythematosus (SLE). (A-B) Venn diagrams showing the 
functional categorisation of genes differentially expressed in patients with SLE after 
fluvastatin treatment in the area of atherosclerosis, inflammation and cardiovascular 
disease. Differentially expressed genes were classified and used for computational 
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Pathways Analysis Knowledge Base (Ingenuity Systems). (C) Volcano plot between 
fold change absolute versus p value for genes related to atherosclerosis, lipoprotein 
signalling and cholesterol metabolism in fluvastatin-treated patients with SLE. (D) 
Volcano plot between fold change absolute versus p value for genes related to 
cytokine and chemokine signalling in fluvastatin-treated patients with SLE. 
 
Figure 4. Microarray result validation by quantitative real-time reverse 
transcription-PCR (qRT-PCR). PCR was performed on selected genes belonging to the 
functional categories of antioxidant defence ((A) superoxide dismutase 2 (SOD2), (B) 
glutathione peroxidase 1 (GPx1), (C) cytochrome b-245 (CYBA)), inflammatory 
processes ((D) NRP1, (E) TGFβ1, (F) IL-8 and cell signalling and complement activation 
((G) NFκBIA, (H) ETS-1, (I) C1QTNF7). 
PCR assays were consistent with the array results. *p<0.05 vs patients with systemic 
lupus erythematosus before fluvastatin treatment. 
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Fluvastatin promoted mitochondrial biogenesis in monocytes from patients 
with SLE. 
Our data indicate that fluvastatin prevented ROS production and regularised 
mitochondrial membrane potential in monocytes from patients with SLE (see 
online supplementary table S3). We next conducted an EM analysis and 
detected an increase in the number and volume density of mitochondria in 
monocytes from patients with SLE after fluvastatin treatment (figures 5A,B). 
Moreover, stereological analysis showed increased volume density of 
mitochondria after fluvastatin treatment (figure 5C). 
In line with this observation, genes participating in mitochondrial biogenesis, 
including peroxisome proliferation-activated receptor α (PPARα), PPAR 
coactivator 1α (PGC-1α), nuclear respiratory factor (NRF) 1, NRF2α, NRF2ßγ, 
and sirtuin 1 (SIRT1), were significantly increased in monocytes from 
fluvastatin-treated SLE patients (figure 5D).  
The in vitro treatment with fluvastatin of monocytes purified from patients 
with SLE reduced inflammatory and oxidative stress variables and induced 
gene changes similar to those observed in the microarray analysis (see online 
supplementary figure S5). Furthermore, mitochondrial biogenesis was also 
increased, as indicated by EM analysis and the increased expression of 
specific genes (see online supplementary figure S6). Thus, fluvastatin 
treatment increased monocyte mitochondrial mass, normalised 
mitochondrial membrane potential, and lowered ROS levels, potentially 




Figure 5. In vivo fluvastatin treatment promotes mitochondrial biogenesis in 
monocytes of patients with systemic lupus erythematosus (SLE). Representative 
electron microscope images of monocytes from a patient before (A) and after (B) 
fluvastatin treatment. (C) Stereological analysis showing volume density of 
mitochondria after fluvastatin treatment on four fluvastatin-treated patients. 
**p<0.01, ***p<0.001 versus patients before treatment. (D) mRNA levels of a set of 
genes involved in mitochondrial biogenesis. *p<0.05, **p<0.01 versus  patients 
before treatment.  
NRF, nuclear respiratory factor; PPARα, peroxisome proliferation-activated receptor 
α; PGC-1α, PPAR coactivator 1α; SIRT1, sirtuin 1. 
 
DISCUSSION 
This study covers important aspects of myeloid cells activity in patients with 
SLE, including activation, inflammation and oxidative stress in monocytes and 
neutrophils, which are master regulators of atherothrombosis in this 
autoimmune disease. Changes in the expression of a number of cytokines, 
chemokines, cell surface receptors, and EC regulators and markers related to 
autoimmunity and oxidative status in these patients were found to be 
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intimately connected. Although these factors were compared with each other 
without statistical corrections or a prespecified or stratified set of 
hypotheses, our exploratory analysis allowed the creation of a framework for 
future research. 
There is increasing evidence connecting an imbalance between various 
proinflammatory mediators with higher CVD risk1,22. Accordingly, 
inflammatory molecules (MCP-1, MIP1α, TF, and tPA) were associated with 
premature atherosclerosis and/or the occurrence of thrombotic events in SLE 
in our series. However, the classical inflammatory cytokines (ie, IFNγ, tumour 
necrosis factor α, IL-1ß, IL-6) that orchestrate common pathophysiological 
processes in SLE (ie nephritis, skin manifestations, neurological affectations, 
etc) were not related to atherothrombotic events, suggesting molecular and 
cellular specificity of the cardiovascular comorbidity in these autoimmune 
patients. Nevertheless, because of the overlap in function, redundant activity 
and synergistic or antagonistic activity, the pathophysiological involvement of 
classical inflammatory cytokines cannot be ruled out.  
In this study the use of purified peripheral blood subpopulations allowed the 
evaluation of their inflammatory profile, highlighting the role of monocytes in 
SLE pathophysiology. Our results suggest that aberrant function of SLE 
monocytes plays a significant role in initiating and perpetuating the systemic 
autoimmune response, specifically the inflammatory damage.  
Patients with SLE display marked abnormalities in neutrophil phenotype and 
function, with enhanced apoptosis and NETosis (cell death promoted by 
microorganisms, proinflammatory cytokines and ROS) of neutrophils23. 
Evidence suggests that neutrophils dysfunction and increased NETosis might 
contribute to SLE pathology and vascular complications24. The results of our 




overexpression) also show a significant role for neutrophils in the 
pathophysiology of SLE. 
Additional risk factors involved in these processes were closely related to the 
characteristic autoimmunity of SLE. In particular, aCL-IgG antibodies were 
associated with the development and progression of SLE vascular 
inflammatory processes. Motoki and coworkers25 recently showed that aPL 
antibodies contribute to arteriosclerosis in patients with SLE through TF 
induction and cytokine production by peripheral blood mononuclear cells. 
Our findings confirm and extend previous reports on the existence of 
abnormal oxidative status profile in neutrophils from patients with SLE, 
demonstrating higher constitutive ROS production in monocytes and 
neutrophils compared with healthy donors26. Hyperactivity of oxidative 
metabolism in neutrophils and monocytes may participate in the ongoing 
subclinical immunological disorder observed in patients with apparently 
quiescent disease. This is in agreement with our correlation studies showing a 
direct relationship between oxidative stress markers, SLE autoantibodies 
(aCL-IgG and anti-dsDNA) and inflammatory proteins.  
The increased production of ROS by monocytes promotes oxidative stress, 
leading to structural cell damage, including membrane lipids and 
mitochondria. Accordingly, mitochondrial perturbations were demonstrated 
in our series of patients, related to the inflammatory and prothrombotic 
status, as suggested by positive correlations with inflammatory markers and 
by the association between the increased percentage of monocytes with 
depolarised mitochondria and the occurrence of thrombotic events.  It has 
been reported that mitochondrial dysfunction plays a role in inducing and 
maintaining inflammation and heart failure27. Also, we recently demonstrated 
the potential role of monocytes mitochondrial dysfunction in the 
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development of thrombosis in APS28, extending the idea of the key 
mitochondrial involvement in the pathophysiology of both autoimmune 
diseases. 
To date, only one study has evaluated in vivo the relationship between 
oxidative stress and vascular damage in patients with SLE, reporting 
subclinical coronary microvascular dysfunction in the absence of traditional 
CVD risk factors, and associated with underlying inflammation (increased C 
reactive protein levels) and impairment of total antioxidant capacity of 
plasma.29 Yet, our study is the first to demonstrate in vivo the relationship 
between autoimmunity, inflammation and oxidative stress variables in 
plasma and leucocytes from patients with SLE, as well as their association 
with atherosclerosis and vascular damage.  
The in vitro treatment of monocytes with SLE serum or IFN trated 
significant alterations in inflammation and mitochondrial membrane 
potential/oxidative stress markers, supporting the relevance of the IFN 
signature in the pathogenesis of SLE, and pointing to monocytes as major 
players in atherothrombosis development in SLE.  
Our gene expression array study shows that fluvastatin treatment has a 
global anti-inflammatory effect on macrophages, including attenuated 
expression of proinflammatory cytokines and regulated expression of 
molecules mediating lipid and cholesterol metabolism, as well as 
atherosclerosis and inflammatory signalling.  
As expected, some proinflammatory mediators were downregulated by 
fluvastatin, while others exhibited increased expression. This might explain 
previous controversies about the effectiveness of statins in atherosclerosis 
and inflammation prevention in different cohorts of patients with SLE 30-32. 




also be involved in the response to the statin. It is also important to consider 
that some changes may not be exclusively attributed to the statin treatment, 
but instead to the combined effect of other drugs received by the patients, 
including immunosuppressive compounds or corticoids. Nevertheless, the 
overall response was improvement in disease status and reduction in 
proinflammatory and pro-oxidant status, demonstrated by parallel clinical 
and analytical follow-up studies. Thus, although confirmatory studies are 
warranted, treatment of SLE with fluvastatin may be worthwhile.  
Gene expression array allowed us to better delineate the effects of 
fluvastatin on patients with SLE, enabling the identification of novel 
cytokines, chemokines and intracellular molecules involved in the response to 
the drug. The anti-inflammatory effect of fluvastatin can be at least partially 
explained by its effect on proinflammatory signal-transduction pathways. 
Several members of the nuclear factor (NF) kB signalling pathway displayed 
reduced expression levels, and various members of the signalling cascades 
leading to NFkB (cAMP/ protein kinase A, RhoA signalling and oxidative stress 
signalling) showed altered expression. We and others have previously shown 
that statins inhibit the activity of NFkB and prevent the phosphorylation and 
degradation of the NFkB inhibitory protein, IkB, in the setting of APS11. 
Accordingly, fluvastatin donwregulated mRNA levels of IκBKG, an activator of 
NFκB-inducing kinase33, and upregulated mRNA levels of NFkBIA, a potent 
inhibitor of NFκB nuclear import34, in monocytes from patients with SLE. 
Besides NFkB signalling, ETS1, a potent proinflammatory transcription factor 
mediating MCP-1 and phospholipase expression35, and the family of cAMP 
and Rho signalling pathways were downregulated by fluvastatin. 
CVD prevention by statins is dependent not only on their lipid-lowering 
effects, but also on their beneficial effects on vascular redox signalling36. 
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Accordingly, various markers related to oxidative stress in patients with SLE 
exhibited altered expression and/or activity in response to in vivo fluvastatin 
treatment. Moreover, gene arrays allowed the identification of previously 
unreported markers of oxidative stress and altered mitochondrial activity in 
response to fluvastatin treatment.  
Mitochondrial studies of patients with SLE after fluvastatin treatment 
demonstrated the presence of more low-potential mitochondria in 
monocytes, with a lower ROS production. We also demonstrate that 
fluvastatin treatment of patients with SLE upregulated genes related to 
mitochondrial biogenesis, a highly regulated process operating through PGC-
1-α-dependent NRFs. The improvement in inflammatory and oxidative stress 
profile and the increase in mitochondrial biogenesis after in vitro treatment 
of purified monocytes from patients with fluvastatin suggest that alterations 
in SLE monocytes phenotype are probably a direct effect of fluvastatin, 
although complementary effects of global improvements in serology/disease 
activity cannot be ruled out.   
Our results are congruent with the beneficial effects observed in patients 
with type 2 diabetes treated with thiazolidinediones or resveratrol, which 
stimulate mitochondrial biogenesis and reduce mitochondrial 
dysfunction37,38. Thus, the stimulation of mitochondrial biogenesis through 
pharmacological interventions shows great promise in attenuating the clinical 
phenotype associated to SLE. 
 
CONCLUSIONS 
Overall, our data suggest that: (i) several mediators of autoimmunity, 
inflammation, and endothelial dysfunction orchestrate the pathophysiology 




mitochondrial alterations have a relevant role seems to elicit these 
pathological processes; (iii) fluvastatin has significant anti-inflammatory and 
antioxidative effects on SLE monocytes, which may partly explain the 
beneficial pleiotropic effects of statins on CVD in the setting of SLE. 
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Peripheral venous blood samples were collected in sterile precooled tubes 
containing 0.129M sodium citrate (1/9 [volume/volume]; Becton Dickinson, 
Meylan,France). A selected volume of the samples was centrifuged at 4000 
rpm. Plasma and serum were aliquoted and stored at -80°C until their 
analysis. Samples were used for the preparation of purified monocytes, 
lymphocytes and neutrophils, and for the estimation of lipid profile, 
inflammatory parameters, and the activity of oxidant and antioxidant 
enzymes. Laboratory markers of inflammation (C-reactive protein), clinical 
parameters (arterial or venous thrombosis, pregnancy morbidity) and 
traditional risk factors for atherosclerosis (obesity, total cholesterol, HDL 
cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, apolipoproteins A and B), were 
established as part of routine patient management. 
 
White blood cells isolation. 
Peripheral venous blood samples were centrifuged at 500g for 10 minutes at 
4°C to remove platelets. Human polymorphonuclear neutrophils (PMNs) were 
isolated using a standard method of dextran sedimentation prior to 
centrifugation in a Ficoll Hypaque gradient and hypotonic lysis of 
erythrocytes. Purified neutrophils contained >98% viable cells, as determined 
by trypan blue exclusion. Monocytes were isolated by depletion of non 
monocytes, using a commercial kit (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 
Germany). 
 
B-Mode Ultrasound IMT Measurements. 
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All patients and controls underwent B-mode ultrasound imaging for Carotid 
Intima-media thickness (IMT) measurements.  B-mode ultrasound imaging of 
the carotid arteries was performed as previously described (27,38,47,48) by 
using Toshiba equipment (Aplio platform) equipped with 7–10 MHz 
broadband linear array transducers.  
Patients were examined in the supine position, with the head turned 45° 
contralateral to the side of scanning. Three carotid arterial segments were 
assessed: the common carotid (1 cm proximal to the bulb), the carotid bulb 
(between the dilatation and flow divider), and the internal carotid (1 cm 
distal to the flow divider). Of each segment, the near and the far walls of 
the left and right carotid artery segments were imaged at 2 different angles. 
The maximum distance of the intima-media thickness, defined as 
“maximum IMT” was calculated for each view.  Plaque was defined as a 
focal structure that encroached into the arterial lumen of at least 0,5 mm or 
50% of the surrounding IMT value or demonstrated a thickness >1.5 mm as 
measured from the media-adventicia interface to the intima-lumen 
interface38. 
 
Flow cytometry analyses, analysis of oxidative stress biomarkers in white 
blood cells and plasma, western blotting and electrophoretic mobility shift 
assay. 
 
Flow cytometry analysis. 
Flow cytometric analysis was performed in white blood cells (WBC) as 
previously described (18), using a FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson) 
and monoclonal anti-human FITC-conjugated TF antibodies (clone TF9-6B4, 




conjugated PAR2 antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
California, USA), or anti-human PE-conjugated CD14 antibodies (Caltag, South 
San Francisco, California, USA).  
 
FlowCytomix. 
CD40L, IFNα, IFNγ, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-23, MCP-1, MIP-1α, 
TNFα, tPA, VEGF-A, and sP-selectin levels were quantified in sera using a 
cytofluorimetry-based ELISA system (Flowcytomix, Bender Medsystem 
GmbH, Austria). Two-colour cytometric analysis was performed using FC-500 
MCL cytometer (Beckman Coulter). Data were obtained and analyzed using 
the FlowCytomix Pro software. 
 
Determination of oxidative stress biomarkers in white blood cells. 
Oxidative stress biomarkers were analysed in WBCs (lymphocytes, monocytes 
and neutrophils) using a dual-laser FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain 
View, CA, USA). Test standardization and data acquisition analysis were 
performed using the CELL Quest software (Becton Dickinson). A forward and 
side scatter gate was used for the selection and analysis of the different cell 
subpopulations.  
For the assessment of ROS generation, including superoxide anion and 
hydrogen peroxide, cells were incubated with 20.5 µM DCF-DA at 37°C for 30 
min in the dark. For the joint detection of peroxides and peroxynitrites, cells 
were incubated with 5 µM DHR-123 at 37°C for 30 min in the dark. The 
change in mitochondrial membrane potential was monitored by incubating 
the cells with 5µM Rhodamine-123. The cells were washed, resuspended in 
PBS, and then analyzed on a dual-laser FACSCalibur. The JC-1 Mitoscreen 
assay (BD Biosciences) was used (final concentration 2 µM) to assess ∆ψm. 
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This dye can selectively enter the mitochondria, due to its positively charged 
molecule, where it reversibly aggregates upon membrane polarization 
causing shifts in emitted light from 530 nm (monomeric form, green 
fluorescence) to 590 nm (J aggregate form, red fluorescence). The ratio 
between the fluorescence at 590 nm (J aggregate form) to 530 nm 
(monomeric form) was calculated as indicative of the mitochondrial 
membrane depolarization. 
 
Determination of plasma and cell oxidative stress biomarkers. 
The NO stable end products nitrite plus nitrate were measured in plasma 
using a commercial kit (Total Nitric Oxide Assay Kit, Thermo Scientific, 
Rockford, IL, USA). Serum total antioxidant capacity (TAC) was measured by 
quantitative colorimetric determination, using TAC Assay Kit (BioVision, 
Mountain View, CA, USA). Nitrotyrosine, as a marker of nitrative stress, was 
measured in monocytes extracts with a competitive enzyme immunoassay 
(Cell Biolabs, San Diego, CA). Mitochondrial SOD activity (Mn-SOD), Catalase 
(CAT) activity and Glutathione peroxidase (GPx) activity were assayed in cell 
lysates using specific kits (Cayman Chemical Company, MI, USA) according to 
manufacturer’s instructions.  
 
Western blotting and electrophoretic mobility shift assay. 
IκBα and actin protein levels were determined by western blotting (18) using 
specific antibodies (Santa Cruz Biotechnology). Nuclear extracts (20 μg) were 
tested in electrophoretic mobility shift assays (EMSA) for nuclear factor kappa 
B (NFκB)-binding activity (consensus oligonucleotides: 5′-




using the digoxigenin EMSA kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) 
according to the manufacturer’s recommendations. 
 
Microarray  analysis. 
Total RNA was extracted from monocytes before and after fluvastatin 
treatment of patients with SLE using TRIzol reagent (Invitrogen). RNA quality 
control was performed in a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). In all 
cases, the RNA integrity number was >7. Complementary RNAs were 
prepared for hybridization in an Agilent G4112F platform (Whole Human 
Genome Microarray 44k) using the One-Color gene expression system 
(Agilent Technologies). These microarrays contain ~41,000 human genes and 
transcripts with one 60-mer oligonucleotide probe representing each 
sequence.  
Microarray data were extracted with Feature Extraction Software version 
10.7 (Agilent Technologies), and data analysis was carried out using 
GeneSpring GX version 10.0 (Agilent Technologies). Student’s paired t-test 
with Benjamini and Hochberg multiple testing corrections was used to 
determine the statistical significance of the difference in gene expression 
between groups. Differences were considered significant at p <0.05. An 
additional cutoff threshold of 2-fold change in gene expression (either up-
regulation or down-regulation) was used to define a gene as being 
differentially regulated. Differentially expressed genes were classified and 
used for computational analysis to identify potential functional pathways and 
networks using the Ingenuity Pathways Analysis Knowledge Base (Ingenuity 
Systems). The functional analysis identified those biologic functions that were 
most significant for the data set. Fisher’s exact test was used to calculate a p 
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value determining the probability that each biologic function assigned to the 
genes based on the data was due to chance alone. 
 
Electron Microscopy. 
Samples of about 1 ml of cultured cells were pre-fixed for 15 min in an equal 
volume of glutaraldehyde-paraformaldehyde mixture in 0.1 M cacodylate 
buffer so that final concentrations of fixatives were 1.25 and 1% respectively. 
Then, cells were pelleted by centrifugation at 1800 rpm for 5 min at 4°C in 
Eppendorf tubes and the following processes were performed in the same 
tubes. Cell pellets were fixed in a mixture of 2.5% glutaralhedyde-2% 
paraformaldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer for 4 h and post fixed in 
1% osmium tetroxyde for 1 h at 4ºC in the same buffer. After dehydration in 
an ascendant series of ethanol, the pieces were transferred to propylene 
oxide and sequentially infiltrated in EMbed 812 resin. We used the sequence 
propylene oxide-resin 2:1; 1:1 and 1:2 throughout 24 h. Afterwards, samples 
were transferred to pure resin for 24 h. Then, the tubes were transferred to 
an oven at 65 ºC and allowed to resin polymerization for 48 h. 
Once removed from the tubes, the resin blocks were sculpted and sectioned 
in an Ultracut Reicher ultramicrotome and sections were mounted on nickel 
grids. After staining in aqueous 4% uranyl acetate and Sato’s lead citrate39, 
the sections were observed in a Philips CM10 electron microscope. Pictures 
were taken at different magnifications using a digital camera.  
We obtained low magnification pictures to evaluate cell sizes as well as the 
number of mitochondria profiles per cell. Higher magnifications were used to 
get pictures of individual mitochondria to obtain several parameters referred 
to this organelle. On higher magnification pictures, we measured parameters 




circularity coefficient of each mitochondrion. From these data we also 
calculated the mean volume of mitochondria in each experimental group. The 
number of cells and mitochondria evaluated is included in the corresponding 
figure legend text. 
In addition to the planimetric study, we performed a stereological analysis of 
the samples in order to get information on volumetric parameters referred to 
mitochondria. Thus, volume density (Vv) and numerical density (Nv) were 
obtained following a point analysis according to the methods previously 
described40,41. Briefly, we selected 15-20 pictures of whole monocytes of each 
experimental group and performed a point-counting method40 using a simple 
square-lattice test system of 5 mm spacing (equivalent to 0,3 m) which was 
applied to obtain Vv of mitochondria. Mitochondrial Vv is defined as the cell 
volume occupied by this organelle (m3 mitchondria/m3 cell). 
The numerical density of mitochondria (Nv) was obtained using the formula 
 
 
where “Na” is the numerical profile density (number of mitochondria/m of 
cell) and k and β are mitochondrial size distribution and shape coefficient 
respectively. These coefficients were calculated using the results of the 
previous planimetric measurements in monocytes and assimilating 
mitochondrial shape to prolate spheroids. Mitochondrial Nv is defined as the 








Supplemental Table 1. Clinical and Laboratory parameters of patients with 





GPL indicates IgG phospholipid units; MPL, IgM phospholipid units; and SGU, 
standard IgG units. 












aCL IgG (GPL) 
aCL IgM (MPL) 
Anti-ß2GPI (SGU) 








Increased CIMT (%) 
Corticosteroids (%) 





39.19 ± 11.59 
24.56 ± 33.57 
9.25 ± 15.79 
19.42 ± 62.05 
5.84 ± 7.50 
9 (33%) 













Total cholesterol (mg/dL) 
Cholesterol HDL (mg/dL) 
Cholesterol LDL (mg/dL) 
Triglycerides (mg/dL) 
C reactive protein (mg/dL) 
Apolipoprotein A (g/L) 







189.42 ± 38.14 
52.20 ± 13.60 
117.32 ± 30.13 
92.76 ± 40.49 
3.45 ± 4.02 
142.00 ± 28.80 
79.28 ± 24.08 





Supplemental Table 2. Parameters of thrombosis, inflammation and 



















Pro-thrombotic and pro-inflammatory parameters  
Tissue Factor (%) 
       Monocytes 
       Neutrophils 
PAR-2 (%) 
       Monocytes 


















Oxidative status in plasma and monocytes 
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Supplemental Table 3. Clinical, laboratory, and pro-aterothrombotic 











Clinical and Laboratory parameters* 
Anti-dsDNA 
aCL IgG (GPL) 
SLEDAI 
Cholesterol HDL (mg/dL) 
Cholesterol LDL (mg/dL) 
Triglycerides (mg/dL) 
C reactive protein (mg/dL) 
Apolipoprotein A (g/L) 




Pro-thrombotic and pro-inflammatory parameters  
Tissue Factor (%) 
       Monocytes 































































































Oxidative status in plasma and monocytes 
TAC (plasma; mM Trolox equiv) 
Nitric oxide (plasma; µM) 
Nitrotyrosine (µM) 
Manganese-SOD (U/min/mL/µg protein) 
Catalase (nmol/min/mL/µg protein) 


























ROS production and Mitochondrial membrane potential (∆ψ) 
Peroxides (MFI) 
   Monocytes 
   Neutrophils 
Peroxinitrites (MFI) 
   Monocytes 
   Neutrophils 
∆ψ (MFI) 
   Monocytes 
   Neutrophils 
% cells with altered ∆ψ   
   Monocytes 




















































Supplemental Table 5. Oxidative stress response and Mitochondrial activity. 
 
 
       
       
Supplemental Table 4. Deviated functional categories in altered genes of 
patients with SLE treated with fluvastatin versus untreated patients. 
       
     p-value range Number of genes 
Diseases and Disorders      
 Connective Tissue Disorders  6,39E-07 - 9,91E-03 29 
 Immunological Disease   6,39E-07 - 9,36E-03 150 
 Inflammatory disease   6,39E-07 - 9,91E-03 167 
 Skeletal and Muscular Disorders  6,39E-07 - 9,91E-03 165 
 Inflammatory response   2,32E-05 - 9,36E-03 81 
       
Physiological System Development and Function    
 Cardiovascular System Development and Function 1,30E-05 - 5,18E-03 15 
 Hematological System Development and Function 4,61E-05 - 9,32E-03 97 
 Immune Cell Trafficking   6,78E-05 - 9,32E-03 63 
 Lymphoid Tissue Structure and Development 1,80E-04 - 7,77E-03 18 
 Cell-mediated Immune Response  1,95E-04 - 6,57E-03 51 
       
Molecular and Cellular Functions     
 Cell Death    1,30E-05 - 9,36E-03 176 
 Cellular growth and proliferation  4,61E-05 - 9,67E-03 157 
 Cellular Development   5,71E-05 - 9,36E-03 119 
 Cellular Movement   5,88E-05 - 9,74E-03 79 
 Cell-To-Cell Signalling and interaction  5,98E-05 - 9,46E-03 101 































Supplemental Figure Legends. 
Supplemental Figure 1. Correlation studies among oxidative stress markers 
and autoimmunity, inflammation and status of the disease markers in SLE. 
Spearman analysis. aCL-IgG (GPL): anticardiolipin antibodies of IgG isotype, 
MFI: mean fluorescence intensity.  
 
Supplemental Figure 2. Protein and mRNA expression of inflammatory 
cytokines in serum and isolated leucocytes of patients with SLE and healthy 
donors.  
Cytokines and inflammatory factors were analyzed by flow cytomix in serum 
from patients with SLE and healthy donors (A). Gene expression profiles (real 
time RT-PCR) in isolated monocytes (B), neutrophils (C), and lymphocytes (D) 
from patients with SLE. *p<0.05 versus healthy donors. 
 
Supplemental figure 3. IFNalpha and SLE serum induce alterations in 
oxidative stress, inflammation and mitochondrial biogenesis in healthy 
monocytes.  
(A)Proportion of monocytes with depolarized mitochondria determined with 
the JC-1 MitoScreen assay. Representative dot plot of five independent 
experiments with similar results. (B) Tissue factor expression determined by 
flow cytometry. Filled and unfilled histograms represent monocytes stained 
with isotype control or fluorescent TF antibody, respectively. Representative 
histogram of five independent experiments with similar results. Bar graphs 
showing the percentage of positive cells for TF expression mean ± SEM of 5 
experiments performed separately. (C) Mitochondrial membrane potential, 
peroxides and peroxynitrites levels and intracellular gluthathione determined 




and CMFDA, respectively. The ratio between the fluorescence at 590 nm (J 
aggregate form, FL2) to 530 nm (monomeric form, FL1) was calculated as 
indicative of the mitochondrial membrane depolarization. Bar graphs 
showing the mean ± SEM of mean fluorescence intensity (MFI) of 5 
experiments performed separately. (D) Relative mRNA expression of genes 
involved in inflammation. (E) Relative mRNA expression of genes involved in 
mitochondrial biogenesis. Bar graphs showing the mean ± SEM of 5 
experiments performed separately. *p <0.05 versus untreated monocytes.  
 
Supplemental Figure 4. Protein results validation.  
(A) Glutathione peroxidase activity in monocytes isolated from healthy 
donors and patients with SLE before and after fluvastatin treatment, 
quantified with specific kits. (B) TGF-ß1 levels in serum, measured by Flow 
cytomix. (C) Representative electrophoretic mobility shift assay and western 
blotting results from monocytes showing NF-κB binding activity and IκBα 
expression. a p<0.05 versus healthy donors; b p<0.05 versus patients with SLE 
before treatment. 
 
Supplemental figure 5. In vitro treatment of SLE monocytes with Fluvastatin 
reduces inflammation and oxidative stress. 
(A)Relative mRNA expression of genes involved in inflammation. Bar graphs 
showing the mean ± SD of 5 independent experiments.  (B) Tissue factor 
expression determined by flow cytometry. Filled and unfilled histograms 
represent monocytes stained with isotype control or fluorescent TF 
antibody, respectively. Representative histogram of five independent 
experiments with similar results. (C) Relative mRNA expression of genes to 




peroxides and peroxynitrites levels determined with the fluorescence probes 
Rhodamine123, and DCF-DA and DHR-123, respectively. Bar graphs showing 
the mean ± SD of mean fluorescence intensity (MFI) of 5 experiments 
performed separately. *p<0.05 versus untreated SLE monocytes. 
 
Supplemental figure 6. In vitro treatment of SLE monocytes with Fluvastatin 
increases mitochondria biogenesis.  
Representative electron microscope images of monocytes from patient with 
SLE untreated (A) and treated in vitro with fluvastatin (B). (C) Stereological 
analysis showing volume density of mitochondria after in vitro fluvastatin 
treatment on monocytes from three patients with SLE. **p<0.01 versus 
untreated SLE monocytes; ***p<0.001 versus untreated SLE monocytes. (D) 
Relative mRNA expression of genes involved in mitochondria biogenesis. Bar 





















































































































1. Disfunción mitocondrial en el síndrome antifosfolípido: implicaciones en la 
patogénesis de la enfermedad y efectos del tratamiento con coenzima 
Q10. 
El presente estudio demuestra la presencia de una alteración del estado 
redox intracelular en leucocitos de pacientes SAF (mediado por los 
autoanticuerpos característicos del síndrome) que regula el estado inflamatorio 
y proaterotrombótico, y se halla directamente asociado a la dinámica y el 
metabolismo mitocondrial.  
El papel patogénico de los AAF en el SAF ha sido ampliamente demostrado 
en numerosos estudios in vivo e in vitro [170]. Los títulos de autoanticuerpos son 
una variable clave en el riesgo de padecer trombosis en pacientes con SAF, 
habiéndose demostrado que títulos elevados de anticuerpos AAF, 
particularmente de isotipo IgG, son predictivos de trombosis [12]. Asimismo, los 
AAF y otros autoanticuerpos presentes en SAF (anti-HDL y anti-Apo-A1) son 
también responsables del desarrollo de enfermedad cardiovascular y 
aterosclerosis en esta patología autoinmune. En el presente estudio, en una 
cohorte de 43 pacientes SAF, hemos demostrado, como en estudios previos, una 
correlación positiva entre los títulos de anticuerpos anticardiolipina y la 
ocurrencia de eventos trombóticos en estos pacientes. Asimismo, hemos 
constatado una asociación positiva significativa entre los títulos de estos 
anticuerpos y la presencia de aterosclerosis precoz, medida como 
engrosamiento de la íntima media carotídea. Nuestros resultados confirman 
estudios previos desarrollados por el grupo de Alves y colaboradores, que 
demuestran igualmente un aumento en el engrosamiento de la íntima media 
carotídea asociada al título de anti-aCL de isotipo IgG [171], [172], [173]. Es más, 
nuestros datos apuntan a la existencia de una aterosclerosis prematura asociada 
al desarrollo de trombosis, de forma que en nuestra serie de pacientes, 11 de los 
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12 pacientes SAF que mostraban placas ateroscleróticas habían sufrido al menos 
un evento trombótico previo.  También, como se ha demostrado en estudios 
previos [174], la edad constituía en nuestro grupo de pacientes un factor de 
riesgo adicional.  El desarrollo de una aterosclerosis temprana podría verse 
igualmente facilitado por la existencia de un estatus inflamatorio en estos 
pacientes, que parece no estar coordinado por la citoquinas ‘clásicas’ como el 
TNFα o la IL-1, sino por mediadores inflamatorios como el VEGF, el tPA o 
diversas quimioquinas (IL-8, MCP-1, MIP1α) cuya función principal es el 
reclutamiento de neutrófilos, monocitos y linfocitos B y T a las zonas de 
inflamación [150], [175]. 
Los pacientes SAF mostraron asimismo un incremento de la expresión 
monocítica de moléculas protrombóticas como TF, PAR2 y Flt1. El TF es un 
importante determinante de la trombogenicidad que contribuye a la formación 
del trombo tras la ruptura de la placa y la progresión de la lesión aterosclerótica 
[176]. Por tanto el TF, junto con diversos factores implicados en la cascada de 
coagulación y el sistema de activación de PAR2, podría actuar como un 
regulador multifactorial adicional a la aterogénesis [176]. 
La producción excesiva de ROS altera el estado redox, provocando daños en 
biomoléculas tales como lípidos, proteínas y ADN y modulando la expresión de 
moléculas inflamatorias, lo que agrava la inflamación y el daño en los tejidos que 
afecta [177]. Existen numerosos trabajos que indican la existencia de daño 
oxidativo en proteínas y lípidos circulantes de pacientes con SAF [74], [77]. Los 
datos obtenidos en el presente estudio demuestran un incremento en la 
producción de ROS en monocitos y neutrófilos que altera el estado redox e 
induce la expresión de moléculas protrombóticas y proinflamatorias. Dicho 
incremento se acompañó de una reducción significativa en la capacidad de las 




intracelular y de la TAC plasmática. Nuestros resultados coinciden con los 
presentados en un estudio de Shah y colaboradores [150], quienes demuestran 
una reducción significativa de GSH en plasma de pacientes LES, y proporcionan 
evidencias adicionales de que la alteración en los niveles de GSH pueden jugar 
un papel importante en el mantenimiento de la inflamación y la respuesta 
inmunológica mediada por ROS. 
El factor de transcripción Nrf2 (del inglés nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-
related factor 2) juega un papel clave en la regulación de la expresión tanto basal 
como inducible de numerosos genes antioxidantes, tales como la subunidad 
catalítica de la glutamato cisteína ligasa [178], y modifica el par redox GSH 
(GSH/GSH oxidado) a un estado más reducido a través del aumento de la 
biosíntesis de GSH [179]. En nuestro estudio, los niveles de Nrf2 se encontraron 
disminuidos en monocitos de pacientes con SAF de modo paralelo a los niveles 
de GSH intracelular. Estos datos sugieren la existencia de un defecto en la ruta 
Keap1 (del inglés Kelch-like ECH-associated protein 1)-Nrf2, que parece prevenir 
la traslocación nuclear de Nrf2 en respuesta al estatus oxidativo presente en 
leucocitos de pacientes SAF, inhibiendo de este modo la elevación de GSH 
intracelular necesaria en estas condiciones pro-oxidativas [180].  
Junto a dichas alteraciones oxidativas, nuestro estudio mostró una  
reducción en las actividades enzimáticas catalasa y glutatión peroxidasa en 
monocitos y neutrófilos. Dicha reducción podría deberse a una inactivación 
enzimática por efecto de la sobre-producción de peróxido de hidrógeno [181]. 
Nuestros resultados, observados a nivel celular, concuerdan con estudios 
realizados a nivel plasmático en pacientes con LES [150], [182]. Por el contrario, 
nuestros datos revelan un incremento significativo en la actividad de la enzima 
SOD-manganeso. Es posible que la dismutación de O2- a H2O2 promovida por la 
SOD exceda la capacidad neutralizadora de la GPx y la CAT en estos pacientes, 
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facilitando el mantenimiento del estatus pro-oxidativo. Los resultados descritos 
por Zhang y colaboradores en el plasma de pacientes con LES coinciden 
igualmente con los obtenidos en nuestro estudio [183]. Asimismo, el aumento 
de la actividad enzimática de la isoforma mitocondrial de SOD en monocitos y 
neutrófilos sugiere la implicación directa de este orgánulo en el proceso 
oxidativo. En consonancia con estos datos, monocitos y neutrófilos de pacientes 
SAF mostraron una reducción significativa en el potencial de membrana 
mitocondrial (∆ψm), indicando que una alta proporción de leucocitos contienen 
mitocondrias que han perdido la capacidad de funcionar de manera óptima.  
Los estudios de correlación y asociación demostraron que la alteración 
funcional de la mitocondria se asociaba con la condición autoinmune, así como 
con el estatus inflamatorio y protrombótico de los pacientes SAF: se halló una 
correlación significativa de la disfunción mitocondrial con los títulos de 
anticuerpos ACA de isotipo IgG, así como una asociación entre el incremento del 
porcentaje de células con despolarización mitocondrial y la ocurrencia de 
eventos trombóticos. De igual modo, la alteración mitocondrial se asoció con la 
presencia de un engrosamiento patológico de la IMC en estos pacientes. 
La asociación encontrada in vivo entre los títulos de anticuerpos 
antifosfolípido y diversos parámetros relacionados con estrés oxidativo, 
inflamación y trombosis en pacientes SAF estimuló en nuestro equipo la 
búsqueda de mecanismos moleculares responsables del desarrollo de 
aterotrombosis en esta condición autoinmune. 
Los estudios in vitro mostraron que los anticuerpos IgG-SAF promueven en 
monocitos la activación de una ruta de señalización dependiente de ROS que 
modula el fenotipo protrombótico. Así, la producción de ROS inducida por IgG-
SAF causó la activación de p38 MAPK y la consiguiente inducción del factor de 




Flt-1. La inhibición del aumento de ROS por pretratamiento con NAC y vitamina 
C previno la activación de dichas moléculas intracelulares, y consecuentemente 
la expresión inducida por IgG-SAF de TF, VEGF y Flt-1. Resultados similares 
habían sido presentados por el grupo de Simoncini y colaboradores, quienes 
demostraron que los anticuerpos IgG-SAF promovían un aumento en la 
expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales que era inhibido por 
pretratamiento con NAC y vitamina C [184].  
Pudimos asimismo demostrar la implicación de la cadena de transporte de 
electrones mitocondrial en la generación de peróxidos inducida por anticuerpos 
IgG-SAF, como lo puso de manifiesto la inhibición promovida por efecto de la 
rotenona, la antimicina A y el cofactor mitocondrial CoQ10. 
Numerosos estudios han demostrado los efectos beneficiosos de la 
suplementación con CoQ10 en el tratamiento de la enfermedad cardiovascular. 
Se ha observado un aumento inducido en la producción energética, la mejora en 
la contractilidad del músculo cardiaco y, debido a su potente actividad 
antioxidante,  la prevención de la oxidación de lipoproteínas de baja densidad 
[99]. 
La base para la elección del CoQ10 como agente terapéutico deriva de su 
papel fundamental en la modulación de la función mitocondrial. Nuestros 
resultados sugieren que el CoQ10 no sólo mejora la preservación 
ultraestructural de la mitocondria e incrementa el tamaño mitocondrial, sino 
que también previene la fisión mitocondrial inducida por anticuerpos IgG-SAF. 
Estudios recientes sugieren que alteraciones en la morfología y la función 
mitocondrial pueden alterar diversos aspectos de la biología cardiovascular 
[171]. De hecho, se ha demostrado que la inhibición de la fisión mitocondrial es 
cardioprotectiva [185]. En consonancia con este hecho, nuestro estudio 
demuestra dos aspectos beneficiosos del CoQ10: la prevención de la disfunción 
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mitocondrial y el estrés oxidativo y la supresión de la expresión de mediadores 
protrombóticos relevantes en la patología del SAF.  
En suma, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que: 
1) La unión de anticuerpos antifosfolípido de isotipo IgG a la membrana 
celular del monocito promueve la activación de una ruta intracelular que 
controla el fenotipo procoagulante y proinflamatorio de estas células en 
pacientes SAF. 
2) La observación in vivo de la presencia de un estatus oxidativo ligado al 
riesgo de aterotrombosis en pacientes SAF se ve reforzada por estudios 
in vitro en los que se demuestra el papel clave de los autoanticuerpos 
característicos de este síndrome en la activación de dichos mecanismos. 
3) La disfunción mitocondrial es crucial en la patología del SAF. La unión de 
IgG-SAF a la membrana celular del monocito compromete la actividad 
mitocondrial, así como su dinámica, con aumento inducido de la fisión. 
4) El tratamiento con CoQ10 reduce la disfunción mitocondrial y el estrés 
oxidativo e inhibe la expresión inducida de moléculas protrombóticas y 
proinflamatorias. Por tanto, el CoQ10 podría ser considerado un 
complemento efectivo en la terapia estándar de pacientes SAF, 
particularmente en aquellos con alto riesgo aterotrombótico. 
Sería pues de gran interés el desarrollo de ensayos clínicos que 
permitiesen evaluar in vivo los posibles efectos beneficiosos de la 









2. Efectos globales de la fluvastatina sobre el estado protrombótico de 
pacientes con síndrome antifosfolípido. 
Los resultados globales de este estudio sugieren que las propiedades 
antitrombóticas de las estatinas combinan la inhibición de la expresión de TF con 
la de moléculas asociadas, tales como los PARs -1 y -2, el VEGF y el Flt1. Hemos 
demostrado asimismo que las rutas intracelulares p38 MAPK/NFkB están 
directamente implicadas en la modulación de los efectos anticoagulantes de las 
estatinas. Esta serie de eventos contribuirían pues a reducir el estado 
protrombótico presente en pacientes SAF. 
La afectación clínica más severa del SAF es la trombosis, aunque aún se 
desconocen en su totalidad los mecanismos que la provocan. Diversos estudios 
han constatado la existencia de una elevada expresión génica y proteica del TF 
en pacientes con SAF directamente ligada al desarrollo de eventos trombóticos 
[186], [187]. Asimismo, estudios previos han establecido que la expresión de TF 
es inhibida por acción de las estatinas en diversos tipos celulares, incluyendo 
monocitos/macrófagos, células endoteliales y neutrófilos [188], [189], [190], 
[191], [192]; no obstante su inhibición en monocitos de pacientes SAF, así como 
los mecanismos moleculares subyacentes aún no han sido analizados. 
El presente estudio mostró que la activación constitutiva de p38 MAPK en 
monocitos se inhibe por efecto del tratamiento in vivo con fluvastatina. Nuestro 
grupo de investigación había demostrado en trabajos previos, in vitro, la 
estimulación, por acción de los AAF, de las actividades p38 MAPK y NF-kB, con la 
consecuente inducción de la expresión de TF [41]. La inhibición in vivo observada 
en el presente estudio de las actividades p38 MAPK y NF-kB tras tratamiento con 
fluvastatina refuerza pues la existencia de un efecto inhibitorio directo sobre los 
mecanismos moleculares de inducción de TF en monocitos de pacientes SAF. 
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Los PARs juegan un papel clave en el desarrollo de aterosclerosis, daño 
celular y regeneración tisular. Diversos trabajos han mostrado asimismo la 
asociación de la expresión de PAR2 con la de TF y las rutas de señalización 
dependientes de dicho receptor en numerosas enfermedades inflamatorias 
[193]. En estudios previos nuestro equipo reveló la existencia de una expresión 
elevada de PAR1 y PAR2 en monocitos de pacientes SAF que habían sufrido 
eventos trombóticos, directamente ligadas a la expresión de TF, tanto in vivo 
como in vitro [27]. En consonancia con estos datos, los resultados del presente 
estudio muestran la inhibición coordinada, por acción de las estatinas, de TF y 
PARs, indicando así que el TF, responsable de la generación excesiva de 
trombina por acción de los PARs 1 y 2, es regulado de modo concomitante. 
Asimismo, nuestro resultados coinciden con los obtenidos por Redecha y 
colaboradores en un modelo murino, en un estudio que muestra cómo las 
estatinas previenen la activación de neutrófilos a través de la inhibición de TF y 
PAR2, protegiendo al feto del daño producido por los AAF [194].  
El incremento en la expresión de TF y la inducción de citoquinas 
proinflamatorias están conjuntamente asociados al desarrollo de trombosis en el 
SAF. En este ámbito, el VEGF parece actuar como factor regulador en la 
activación de la expresión de TF en monocitos mediada por los AAF, 
contribuyendo de este modo al fenotipo protrombótico/proinflamatorio 
presente en estos pacientes [35].   
Existe pues una compleja red de moléculas asociadas a la activación 
monocítica inducida por anticuerpos anti-fosfolípido. Dichas moléculas se hallan 
además interralacionadas en su expresión y activación, de modo que se ha 
demostrado que la expresión de VEGF está asociada a los efectos 
proinflamatorios de los PARs en monocitos y células endoteliales. 




p38 MAPK inducida por IgG-SAF también se asocia a la expresión de VEGF/Flt1. 
Por tanto, es concebible, tal y como se observa en los resultados obtenidos, que 
las estatinas ejerzan sus efectos pleiotrópicos modulando también la expresión 
de estas citoquinas. Como soporte a nuestra hipótesis, un estudio reciente 
desarrollado por Jajoria y colaboradores [90] demostró una reducción 
significativa en los títulos de VEGF en plasma de pacientes SAF tratados durante 
un mes con fluvastatina. Adicionalmente, este estudio mostró los efectos 
beneficiosos de esta estatina en otros marcadores 
protrombóticos/proinflamatorios inducidos por efecto de los AAF, incluyendo el 
TF, también evaluado en el presente estudio. 
Todos los mecanismos antitrombóticos y antiinflamatorios de las 
estatinas aquí descritos podrían derivar bien de su capacidad para interferir en la 
ruta del mevalonato, a través de la inhibición de la prenilación de la familia Rho 
de las GTPasas, o bien de un mecanismo independiente de dicha ruta. Las 
GTPasas de la familia Rho se encuentran involucradas en numerosos aspectos de 
la biología vascular, influenciando la fisiología de las células endoteliales, las 
células del músculo liso, los leucocitos y las plaquetas, y regulando procesos tan 
diversos como la vaso-reactividad y la hipertensión, la inflamación y la 
reparación de heridas, la formación de la íntima arterial y la trombosis [53]. 
Dado que muchos de estos efectos pueden ser revertidos por el 
geranilgeranilpirofosfato, pero no por el farnesilpirofosfato, la familia Rho se 
considera una diana clave de las estatinas. En estudios proteómicos previos, 
nuestro grupo demostró que la expresión de las proteínas RhoA se halla 
incrementada en monocitos de pacientes SAF trombóticos, tanto in vivo como in 
vitro, como respuesta al tratamiento con AAF [42]. En el presente estudio, 
utilizando aproximaciones metodológicas como la proteómica y el Western blot, 
demostramos que su expresión se reduce de forma significativa en respuesta al 
tratamiento con fluvastatina. 
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Las proteínas RhoA juegan un papel clave en la activación de p38 MAPK, 
así como en la proliferación de macrófagos en respuesta a proteínas LDL 
oxidadas [195]; también promueven la activación de NF-kB en células 
endoteliales tratadas con lipopolisácarido (LPS) [196] . Ambas rutas son 
activadas en monocitos por efecto de los AAF, y regulan la expresión de TF, VEGF 
y Flt1 [41], [35]. Adicionalmente, en un estudio previo, Park y colaboradores 
[197] demostraron que otra estatina, la simvastatina, inhibe la angiogénesis 
interfiriendo con la geranylgeranylacion de RhoA. Por tanto, la inhibición de 
proteínas RhoA tras el tratamiento in vivo con fluvastatina podría explicar, al 
menos parcialmente, la reducción de eventos trombóticos e inflamatorios en 
pacientes SAF. 
Otro efecto del tratamiento con fluvastatina, desconocido hasta el 
momento, fue la normalización de la expresión de la PDI, cuya expresión se 
había hallado muy reducida en pacientes SAF con trombosis [42]. Se ha 
demostrado que la porción accesibe en la superficie celular del TF, el puente 
disulfuro Cys186-Cys209, es crítico para la activación de la coagulación 
sanguínea, y que la PDI (una proteína multifuncional que cataliza la oxidación 
reducción e isomerización de puentes disulfuro) previene la coagulación 
mediante interacción con dicho puente disulfuro. Es más, en dicho estudio la 
expresión reducida de PDI se asoció a un incremento al doble de la actividad 
procoagulante del TF [48]. Por tanto, la expresión reducida de PDI observada en 
estudios previos en monocitos de pacientes SAF con trombosis, podría contribuir 
al estado protrombótico presente en estos pacientes. Nuestros resultados 
coinciden con un estudio reciente [198] que demuestra que la atorvastatina, a 
una dosis de 80 mg/dl, induce la normalización de la expresión de PDI en 
monocitos de pacientes con síndrome coronario, sugiriendo que  la PDI podría 
actuar como mediador de cambios post-traduccionales y respuestas inmunes e 




Una tercera proteína implicada en el desarrollo de trombosis, hallada 
alterada en su expresión en respuesta a fluvastatina, fue la anexina II (AnxII). 
Estudios previos, tanto in vivo como in vitro desarrollados por diversos grupos, 
incluido el nuestro, han demostrado que la AnxII (proteína que actúa como 
correceptor de AAF en monocitos), se encuentra sobre-expresada e implicada en 
la activación monocítica por efecto de los AAF [42], [199]. El presente estudio 
sugiere asimismo que su expresión es regulada por el tratamiento con 
fluvastatina, por lo que podría contribuir a potenciar los efectos antitrombóticos 
de la misma, al modular la expresión de TF inducida por los AAF. 
Los resultados obtenidos en estudios previos, junto al estudio aquí 
presentado, sugieren que la inhibición de la enzima HMG-CoA reductasa por 
acción de la fluvastatina reduce la expresión y actividad de familias específicas 
de pequeñas GTPasas, inhibiendo así la prenilación proteica y la activación de 
MAPK. Dicha inhibición ejerce profundos efectos en procesos celulares clave, 
tales como la supresión de la expresión de TF y PARs, y posee actividad anti-
inflamatoria en monocitos/macrófagos, mediante la inhibición de citoquinas 
inflamatorias como VEGF/Flt1. 
En suma, el presente estudio proporciona evidencias claras de que la 
fluvastatina ejerce múltiples efectos clave en la actividad monocítica, asociados 
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3. Aterosclerosis y enfermedad cardiovascular en el lupus eritematoso 
sistémico: efectos del tratamiento in vivo con estatinas. 
 
Los resultados de este estudio muestran la relevancia de la autoinmunidad, 
la inflamación y la disfunción mitocondrial en la aterotrombosis asociada al LES, 
procesos en los cuales el monocito juega un papel central. Asimismo demuestra el 
papel regulador de la fluvastatina en dichos procesos fisiopatológicos en pacientes 
lúpicos. 
Diversos trabajos han mostrado la interrelación entre la sobreexpresión de 
determinados mediadores proinflamatorios y el riesgo incrementado de enfermedad 
cardiovascular. En consonancia con este hecho, en nuestra cohorte de pacientes, 
niveles elevados de varias moléculas proinflamatorias (MCP-1, MIP1a, TF y tPA) se 
asociaron a la presencia de una aterosclerosis precoz y/o a la ocurrencia de eventos 
trombóticos en los pacientes lúpicos. No obstante, la expresión alterada de las 
denominadas citoquinas clásicas (i.e. IFNγ, TNF α, IL-1ß, IL-6), responsables de otros 
procesos fisiopatológicos en el LES (i.e. nefritis, manifestaciones cutáneas, 
afectaciones neurológicas, etc) no se asoció al desarrollo de eventos 
aterotrombóticos, sugiriendo la existencia de una especificidad molecular y celular 
de la co-morbilidad cardiovascular en estos pacientes autoinmunes.  
En el presente estudio, el uso de subpoblaciones leucocitarias purificadas ha 
permitido la evaluación de su perfil inflamatorio específico, subrayando el papel 
clave de los monocitos en la fisiopatología aterotrombótica del LES. Nuestros datos 
sugieren que la función aberrante de los monocitos lúpicos juega un papel 
significativo en el inicio y perpetuación de la respuesta autoimmune sistémica, 
específicamente en el daño inflamatorio. 
Los pacientes LES muestran alteraciones significativas en el fenotipo y la 




(muerte cellular promovida por microorganismos, citoquinas proinflamatorias y ROS) 
de este tipo celular [200]. Diversos estudios han mostrado que la disfunción en los 
neutrófilos y la NETosis incrementada podrían contribuir tanto al desarrollo de la 
patología lúpica como al desarrollo de complicaciones vasculares [201]. Como 
soporte a dichos estudios, nuestros datos muestran un papel esencial de los 
neutrófilos en la fisiopatología del LES (sobreexpresión de MCP-1, disfunción 
mitocondrial y producción anómala de ROS). 
El perfil autoimmune en pacientes LES se reveló asimismo como un factor de 
riesgo cardiovascular en estos pacientes, de modo que los títulos de anticuerpos 
anticardiolipina de isotipo IgG se asociaron al desarrollo y progresión del proceso 
inflamatorio vascular. Como soporte a nuestros resultados, en un estudio reciente 
Motoki y colaboradores demostraron que los anticuerpos antifosfolípido 
contribuyen al desarrollo ateroscleróticos en pacientes LES, mediante la inducción 
de la producción de TF y citoquinas por células mononucleadas de sangre periférica 
[202]. 
Nuestros resultados confirman y amplían estudios previos sobre la existencia 
de un perfil pro-oxidativo en neutrófilos de pacientes LES, demostrando una 
producción incrementada de ROS en monocitos y neutrófilos [131].   
La hiperactividad del metabolismo oxidativo en monocitos y neutrófilos 
podría participar en el desarrollo de un desorden inmunológico en pacientes con 
enfermedad quiescente. Esta hipótesis se ha visto apoyada en el presente trabajo 
por estudios de correlación, que mostraron una interrelación directa entre 
marcadores de estrés oxidativo, autoanticuerpos (ACA y anti-dsDNA) y proteínas 
proinflamatorias. 
La producción incrementada de ROS en los monocitos induce estrés 
oxidativo, lo que promueve daño celular, alterando la expresión y función de los 
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lípidos de membrana y  la mitocondria. En consonancia con este hecho, en nuestra 
serie de pacientes LES hallamos alteraciones de la función mitocondrial asociadas al 
estatus protrombótico y proinflamatorio. En otras patologías se ha demostrado que 
la disfunción mitocondrial juega un papel relevante en la inducción y mantenimiento 
de la inflamación y el fallo cardiaco [203].  
Hasta el momento, sólo un estudio ha evaluado in vivo la interrelación entre 
el estrés oxidativo y el daño vascular en pacientes LES. Dicho estudio mostró la 
presencia de una disfunción microvascular coronaria subclínica en pacientes LES en 
ausencia de factores de riesgo cardiovascular tradicionales, y asociada tanto al 
proceso inflamatorio subyacente (niveles incrementados de proteína C reactiva), 
como a la alteración de la capacidad antioxidante total del plasma [152]. Sin 
embargo, el presente estudio es el primero en demostrar in vivo la relación entre 
parámetros relativos a autoinmunidad, inflamación y estrés oxidativo en plasma y 
leucocitos de pacientes LES, así como su asociación con la aterosclerosis y el daño 
vascular. 
El tratamiento in vitro de monocitos purificados de donantes sanos con 
suero o interferón alfa (IFNα) indujo alteraciones significativas en el perfil 
inflamatorio y pro-oxidativo, apoyando así la conocida relevancia del IFN en la 
patogénesis del lupus, y señalando al monocito como célula clave en el desarrollo de 
AT en pacientes LES. 
Dado que nuestros resultados indicaron que los monocitos de pacientes LES 
desempeñan un papel fundamental en la inflamación y aterotrombosis asociadas a 
esta  enfermedad, nos propusimos evaluar los efectos del tratamiento in vivo con 
fluvastatina sobre el perfil inflamatorio y oxidativo de estas células.  
A nivel clínico, los estudios in vivo mostraron que el tratamiento con 




anticuerpos anti-dsDNA, así como el perfil lipídico y los niveles séricos de algunos 
parámetros inflamatorios y trombóticos. A nivel celular, la fluvastatina disminuyó la 
producción de ROS y el daño mitocondrial y revirtió la expresión anómala del resto 
de parámetros oxidativos e inflamatorios analizados.  
Uno de los efectos más destacado del tratamiento con estatinas es la 
prevención de la enfermedad cardiovascular  y no sólo debido a sus efectos 
hipolipemiantes, sino también por sus efectos beneficiosos sobre la señalización 
redox en el endotelio [204]. Así en estudios realizados en humanos, cabe destacar 
que entre los efectos beneficiosos de las estatinas, se encuentran la inhibición de la 
actividad de NADPH-oxidasa (principal fuente de O2
- en arterias coronarias humanas 
[205]) y la mejora en el acoplamiento de la eNOS a los vasos sanguíneos [206], [207]. 
En nuestro estudio, en los pacientes con LES se hallaron alteradas tanto la expresión 
como la actividad de varios marcadores relacionados con el estrés oxidativo en 
respuesta al tratamiento in vivo con fluvastatina, observándose un descenso en la 
producción de superóxido y del daño mitocondrial, y un restablecimiento de los 
valores de la actividad de enzimas como SOD2, CAT y GPx. Además los niveles de NO 
en plasma y los de nitrotirosina revirtieron a valores similares a los de donantes 
sanos después de la administración de este tratamiento en los pacientes LES. 
El estudio de array de expresión génica realizado en los monocitos de 
pacientes lúpicos antes y después del tratamiento con fluvastatina permitió la 
identificación de nuevas citoquinas, quimioquinas y moléculas intracelulares 
involucradas en la respuesta a este fármaco.  
La actividad anti-inflamatoria de la fluvastatina podría explicarse en gran 
medida por sus efectos sobre la ruta inflamatoria del NF-κB. Así hallamos una 
reducción en la expresión de moléculas participantes en la ruta NF-κB, y una 
alteración en la expresión de miembros de otras vías que conducen a la 
activación de NF-κB (AMPc, proteína quinasa A, RhoA). En los pacientes con LES, 
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la fluvastatina disminuyó los niveles de ARNm de IκBKG  (un activador del NF-κB 
[208]) e incrementó los niveles de ARNm de NF-κBIA (un potente inhibidor del 
transportador nuclear del NF-κB [209]) en monocitos de pacientes LES. Además 
de la inhibición de la ruta de señalización del  NF-κB, la fluvastatina también 
inhibió las rutas de señalización dependientes de AMPc y RhoA, así como el ETS-
1, un potente factor de transcripción proinflamatorio que media la expresión de 
MCP-1, E-selectina y P-selectina [210]. 
Los estudios mitocondriales realizados en monocitos demostraron la 
presencia de un mayor número de mitocondrias en dichas células tras 
tratamiento in vivo con fluvastatina. Además, observamos un incremento en la 
expresión de genes relacionados con la biogénesis mitocondrial, un proceso 
regulado a través de PGC-1α (del inglés peroxisome proliferation-activated 
receptor coactivator 1α) dependiente de NRFs (del inglés, nuclear respiratory 
factor). Nuestros resultados son congruentes con otros estudios que mostraron 
el efecto beneficioso de tiazolidinedonas o resveratrol en pacientes con diabetes 
tipo 2, los cuales estimulan la biogénesis mitocondrial y reducen su disfunción 
[211], [212]. Por tanto, la estimulación de la biogénesis mitocondrial a través del 
uso de fármacos específicos constituye una gran promesa en la atenuación del 
fenotipo clínico asociado al LES.  
Los resultados observados in vivo, fueron ratificados en estudios in vitro 
realizados en monocitos, purificados a partir de sangre periférica de pacientes 
LES, y tratados con fluvastatina. Así,  se observó una mejora en el perfil 
inflamatorio y oxidativo, acompañado de un incremento de la biogénesis 
mitocondrial, lo que sugiere que la alteración en el fenotipo de los monocitos de 
pacientes LES es debido a un efecto directo de dicha estatina. 
Por último cabría destacar que el tratamiento con fluvastatina tiene un 




citoquinas proinflamatorias y la regulación de los niveles de lípidos y moléculas 
implicadas en el metabolismo del colesterol, así como aquellas involucradas en 
la señalización de los mecanismos de aterosclerosis e inflamación. Sin embargo, 
algunos mediadores proinflamatorios incrementaron su expresión tras 
tratamiento con esta estatina. Esto podría apoyar los resultados encontrados en 
otros estudios en los cuales existen controversias sobre la efectividad de dicho 
tratamiento en la prevención de la aterosclerosis e inflamación en diferentes 
cohortes de pacientes con LES [213], [5]. Existe una interacción compleja de 
factores relacionados con la actividad de la enfermedad que podrían estar 
involucrados en la respuesta al tratamiento con estatinas. Además, es 
importante considerar que algunos cambios podrían no ser atribuidos 
exclusivamente al tratamiento con estatinas, sino al efecto combinado de otros 
fármacos prescritos a estos pacientes, incluyendo los inmunosupresores o los 
corticoides. A pesar de todo lo anterior, nuestros resultados demuestran que el 
tratamiento con fluvastatina promueve una mejora del estatus de la 
enfermedad, así como una reducción del perfil proinflamatorio y prooxidativo en 
























































1. An alteration of the intracellular redox status occurs in leukocytes from APS patients 
(mediated by specific autoantibodies) that regulates inflammatory and pro-
atherothrombotic state, and directly related to the dynamics and mitochondrial 
metabolism. CoQ10 treatment ameliorates mitochondrial dysfunction and oxidative 
stress and reduces the expression of prothrombotic and proinflammatory markers. 
Thus, CoQ10 may be considered as a safe and beneficial complement to standard 
therapies in APS patients, especially in those suffering thrombosis. 
 
2. Fluvastatin has profound and multiple effects in the monocyte activity in APS patients 
which are reflected by changes in the proteomic profile and the expression of 
proinflammatory and procoagulant proteins. These events are directly related to the 
prevention of thrombosis in APS patients contributing to the reduction of this 
prothrombotic state in APS patients. Nevertheless, larger clinical studies are needed to 
validate the role of statins for the treatment of this autoimmune disease. 
 
 
3. Several mediators of autoimmunity, inflammation, and endothelial dysfunction 
orchestrate the pathophysiology of atherothrombosis in SLE.  A redox-sensitive 
pathway in which mitochondrial alterations have a relevant role seems to elicit these 
pathological processes. In vivo fluvastatin treatment reduces the disease activity and 
the pro-atherothrombotic status, specifically modulating the gene profile of 
monocytes. Therefore, fluvastatin therapy may be considered beneficial in the 
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